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resumo 
 
 
Os flavonoides são um grupo extenso de compostos naturais presentes na 
Natureza, em particular nas plantas. Este tipo de compostos já demonstraram 
em várias instâncias possuir atividades biológicas muito diversas, desde 
atividade antioxidante, anticancerígena e até antibacteriana. Dos compostos 
pertencentes a esta família e que apresentam atividade antibacteriana 
destacam-se as flavonas. Na literatura, estão descritos vários mecanismos 
através dos quais elas exercem a sua capacidade bactericida. Para além disso, 
estas apresentam também a capacidade de atenuar a patogenicidade de várias 
bactérias. 
Face ao crescente número de espécies bacterianas resistentes a antibióticos, 
às potencialidades do núcleo de flavona e à reconhecida importância da 
presença de um anel β-lactâmico idealizou-se a síntese de flavonas contendo 
um anel β-lactâmico como substituinte e a avaliação da sua atividade 
antibacteriana. 
Assim sendo o trabalho descrito nesta dissertação envolve num primeiro 
passo a síntese de 2’-hidroxinitrocalconas através de uma reação de 
condensação aldólica entre 2’-hidroxiacetofenonas e benzaldeídos 
convenientemente substituídos. Estas são em seguida sujeitas a uma reação 
de ciclodesidrogenação, catalisada por iodo, originando as respetivas 
nitroflavonas, que por redução do grupo nitro originam as aminoflavonas. 
As aminoflavonas foram usadas como substratos em diversos estudos de 
reações de Reformatsky, com o objetivo de sintetizar os derivados contendo 
o anel β-lactâmico. 
Os compostos sintetizados foram todos caracterizados por espectroscopia de 
ressonância magnética nuclear (RMN) mono (RMN de 1H e 13C) e 
bidimensional (HSQC e HMBC). 
Em seguida descrevem-se os resultados obtidos na avaliação da atividade 
antibacteriana de derivados de flavona e 2’-hidroxicalcona. Os resultados 
mostram que alguns derivados apresentam atividade antibacteriana, como 
sejam os casos da 2’-hidroxi-3’-nitrocalcona (MIC = 64 µg/mL), da 4-
amino-2’-hidroxicalcona (MIC = 16 µg/mL), da 8-aminoflavona (MIC = 32 
µg/mL) e da 8-nitroflavona (MIC = 8 µg/mL). 
No final são apresentadas as conclusões gerais e apresentadas propostas para 
trabalhos futuros. 
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abstract 
 
Flavonoids are an extensive group of natural compounds present throughout 
nature, particularly in plants. This type of compounds revealed in several 
instances to have very different biological activities that range from 
antioxidant, anticancer and antibacterial activity. From the compounds 
belonging to this family that showed antibacterial activity, flavones can be 
highlighted. In the literature, there are described several mechanisms by which 
they exert their bactericidal capacity. In addition, they also have the capacity to 
attenuate the pathogenicity of several bacteria. 
The growing number of bacterial species resistant to antibiotics, the potential of 
the flavone nucleus and the recognised role of the β-lactam ring in antibiotics, 
prompted us to synthesize flavones containing a β-lactam ring and evaluate 
their antibacterial activity. 
Therefore the work described in this dissertation reports the synthesis of 2’-
hydroxynitrochalcones through an aldol condensation of 2’-hydroxy-
acetophenones with benzaldehydes. These 2’-hydroxychalcones are then 
subjected to a ciclodehydrogenation, catalysed by iodine, giving the respective 
nitroflavones that will be further transformed into aminoflavones through 
reduction of the nitro group. 
The aminoflavones were used in several studies involving Reformatsky 
reaction conditions, aiming the synthesis of flavones with a β-lactam ring. 
All synthesized compounds were characterised using mono (1H and 13C) and 
bidimensional (HSQC and HMBC) nuclear magnetic resonance (NMR) 
spectroscopy. 
Next the antibacterial evaluations are described emphasizing the good activity 
showed be several compounds such as 2’-hydroxy-3’-nitro-chalcone (MIC = 64 
µg/mL), 4-amino-2’-hydroxychalcone ( MIC = 16 µg/mL), 8-aminoflavone 
(MIC = 36 µg/mL) and 8-nitroflavone (MIC = 8 µg/mL). 
At the end of this dissertation some conclusions of this work and future 
perspectives will be presented. 
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Abreviaturas 
 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
APN/CD13 Aminopeptidase N/cluster de diferenciação 13 (AminoPeptidase N/Cluster of 
Differentiation 13) 
ATP Adenina trifosfato 
CDK Cinases dependentes de ciclina (Ciclin Dependent Kinases) 
CFU Unidades formadoras de colónias (Colony Forming Units) 
δ Desvio químico 
d Dupleto 
dd Duplo dupleto 
ddd Duplo dupleto de dupletos 
DMSO Dimetilsulfóxido 
EM Espectrometria de massa 
ESI Ionização por electrospray (ElectroSpray Ionization) 
FAS II Via de biossíntese de ácidos gordos tipo II (type II fatty acid biosynthesis 
system) 
GABA Ácido γ-aminobutírico (γ-Aminobutyric Acid) 
HCl Ácido clorídrico 
HIV Vírus da imunodeficiência humana (Human Immunodefiency Virus) 
HMBC Correlação espetroscópica heteronuclear em RMN a longa distância 
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) 
HSQC Correlação espetroscópica heteronuclear em RMN (Heteronuclear Single 
Quantum Coherence) 
ICAM Molécula de adesão intercelular (Intercellular Adhesion Molecule) 
Int. rel. Intensidade relativa 
J Constante de acoplamento 
VIII 
 
m Multipleto 
MBC Concentração mínima bactericida (Minimum Bactericidal Concentration) 
MIC Concentração mínima inibitória (Minimum Inhibitory Concentration) 
MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Methicilin-Resistent 
Staphylococcus aureus) 
NAG N-acetilglucosamina (N-Acetylglucosamine) 
NAM Ácido N-acetilmuramico (N-Acetylmuramic acid) 
PBP Proteína que se liga à penicilina (Penicillin-Binding Protein) 
PPAR Recetor ativado por proliferador de peroxissoma (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptors) 
Rf Índice de retenção 
RMN Ressonância magnética núclear 
RMN 1H Ressonância magnética nuclear de protão 
RMN 13C Ressonância magnética nuclear de carbono-13 
RT Temperatura ambiente (Room Temperature) 
s Singleto 
SD 8 Simociclinona D8 (Simocyclinone D8) 
t Tripleto 
td Triplo dupleto 
TFA Acido trifluoroacético 
THF Tetra-hidrofurano 
TLC Cromatografia de camada fina (Thin Layer Chromatography) 
TMS Tetrametilsilano 
TNF Fator de necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor) 
UV Ultravioleta 
VacA Citotoxina vacuolante A (VacuolatingCytotoxin A) 
IX 
 
VCAM Molécula de adesão de células vasculares (Vascular Cell Adhesion Molecule) 
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1. Flavonas 
 
Os flavonoides (Figura 1), família de compostos à qual pertencem as flavonas, são 
universais no reino das plantas, podendo ser encontrados não só nos seus frutos, sementes, 
caules, flores e folhas [1] mas também no própolis e no mel [2]. Estes compostos são 
conhecidos por serem os principais responsáveis pelas diferentes cores das flores e pela 
mudança de cor das folhas durante o Outono. No entanto, são também responsáveis por um 
vasto leque de funções, como atrair insetos polinizadores [1,3], proteger a planta contra 
raios ultravioleta e fungos patogénicos [4,5]. Estão também envolvidos na ação de 
hormonas nas plantas e dos seus reguladores de crescimento, no controlo da respiração e 
fotossíntese e mesmo na determinação do sexo em ratos [1,4,6]. 
 
 
  
 
Figura 1 – Principais classes de flavonoides [3] 
 
A estrutura básica comum aos flavonoides é o 2-fenilbenzopirano, ou núcleo flavano, 
que consiste em dois anéis benzénicos (A e B) unidos por um anel pirano (C) (Figura 1). 
Os flavonoides podem ser classificados de acordo com a sua origem biossintética. 
Algumas classes, como as 2’-hidroxicalconas e flavanonas, podem ser intermediários ou 
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produtos finais, que se acumulam nos tecidos vegetais. Outras são conhecidas como 
produtos finais de biossíntese, por exemplo as flavonas e os flavonóis. Existem ainda duas 
outras classes em que o grupo 2-arilo da flavanona isomeriza para a posição 3, dando 
origem às isoflavonas e isoflavonoides relacionados, ou para a posição 4 (duas 
isomerizações consecutivas), resultando nos neoflavonoides. No total, existem 14 classes 
de flavonoides, que diferem entre si pela natureza química e posição dos substituintes no 
anel A, B ou C [7] (Figura 1). 
O nome para flavonoides individuais pode ser atribuído de três maneiras diferentes: 
(i) nomes comuns, que são os mais usados, indicam em alguns casos a classe do flavonoide 
ou a planta de origem (por exemplo, nomes acabados em “etina” geralmente referem-se a 
um flavonol e o nome “tricina” é o nome de um composto extraído de plantas do género 
Triticum); (ii) nomes semi-sistemáticos, que são baseados no nome comum da estrutura 
“mãe” (como 3,5,7,3’,4’-penta-hidroxiflavona); e (iii) nomes sistemáticos, que são 
raramente usados, como 3,4-di-hidro-2-fenil-2H-1-cromen-4-ona [3] (Figura 2). 
 
 
Nome trivial: Crisina 
Nome semi-sistemático: 5, 7-di-hidroxiflavona 
Nome sistemático: 5,7-di-hidroxi-2-fenil-4H-
cromen-4-ona 
Figura 2 – A flavona crisina, com os respetivos nomes (comum, semi-sistemático e 
sistemático). 
 
 
Preparações que contêm flavonoides como principal componente fisiologicamente 
ativo foram usadas por médicos e curandeiros, durante séculos. Por exemplo, infusões de 
folhas de plantas de Tagetes minuta (que contêm quercetagetina-7-arabinosilgalactosídeo – 
Figura 3) têm sido usadas, no folclore argentino, para tratar doenças intestinais e 
estomacais [8,9]. Do outro lado do globo, na Grécia Antiga, Hipócrates receitava pomadas 
de própolis [rico em flavonoides, como galangina e pinocembrina [10] (Figura 3)] para 
tratar ferimentos e úlceras [11], existindo mesmo referências do seu uso no Antigo 
Testamento [3]. Na Ásia, mais concretamente na China, Huang-chin (Scutellaria 
baicalensis Georgi) rica em baicalina (Figura 4), a flavona responsável pelas suas 
propriedades antimicrobianas [12], tem sido usada sistémica e topicamente durante 
milénios para tratar abcessos periodontais e feridas orais infetadas. 
 
 
Figura 3 – Estruturas da Galangina, Pinobembrina e Quercetagetina-7-Arabinosilgalactosídeo 
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Estes e outros exemplos sugerem uma propensão dos compostos com um núcleo 
flavano em demonstrar variadas atividades biológicas. Consequentemente, os compostos 
da família dos flavonoides serão certamente compostos a ter em conta na pesquisa e 
desenvolvimento de novos fármacos. 
  
 
1.1. Flavonas como compostos biologicamente ativos 
 
Sendo uma das mais importantes classes da família dos flavonoides, as flavonas são 
responsáveis por muitas das propriedades atribuídas a esta família de metabolitos 
secundários, facto comprovado por vários estudos que revelaram diversas atividades 
biológicas das flavonas que podem vir a ser utilizadas para benefício do Homem. Por 
exemplo, a apigenina (Figura 4) demonstrou possuir características anti-aterogénicas, ao 
diminuir a expressão de proteínas que desempenham um papel importante na adesão 
celular, como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina induzida por TNF-α [13], impedindo assim 
a adesão de células às paredes dos vasos sanguíneos e ao seu espaço endotelial. Várias 
flavonas e isoflavonas demonstraram propriedades vaso-relaxantes, anti-plaquetárias e, 
possivelmente, anti-aterogénicas [14,15]. Outras flavonas, como a nobiletina (Figura 4) 
encontrada em citrinos, induzem a diferenciação de pré-adipócitos ST-13 em adipócitos 
maduros, o que leva ao aumento da produção de adiponectina, uma proteína com 
atividades anti-aterogénicas e sensibilizadoras de insulina [16].  
Outros derivados de flavonas obtidos por síntese química, como derivados da 7-
hidroxiflavona (Figura 4) e compostos análogos da crisina (Figura 2), exibem efeitos 
hipoglicémicos em ratos diabéticos [17,18]. As flavonas podem exibir este efeito anti 
hiperglicémico de várias formas:  
(i) Inibição da α-amilase, como a escutelareína e a eupafolina (Figura 4), em 
animais [19], a luteolina (Figura 5) e a baicalina (Figura 4) [20,21];  
(ii) Inibição da glicogénio fosforilase, como a 6-hidroxiluteolina, a hipolaetina 
e a quercetagetina (Figura 5) [22];  
(iii) Inibição da aldose redutase, como diferentes 3’,4’-di-hidroxiflavonas 
(Figura 5) [23];  
(iv) Ativação de sirtuínas, como a luteolina, fisetina, quercetina, 3,6,3’,4’-tetra-
hidroxiflavona e 5,7,3’,4’,5’-penta-hidroxiflavona (Figura 5) [24]. 
 
 
 
Figura 4 – Estruturas da 7-Hidroxiflavona, Apigenina, Baicalina, Eupafolina, Nobiletina e Escutelareína 
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As flavonas podem também interferir com processos chave do cancro, modulando 
um ou mais dos seguintes mecanismos:  
(i) Inibição da mitose, através da inibição de cinases dependentes de ciclina 
(CDKs). Diversos inibidores de CDKs, baseados em flavonas, entraram já 
em estudos clínicos contra diversos cancros [25]. O flavopiridol (Figura 5), 
por exemplo, é uma flavona sintética que inibe CDKs, induz a apoptose, 
suprime a inflamação e modula a resposta imunitária [26];  
(ii) Inibição da angionénese, através da inibição da APN/CD13, uma enzima 
chave deste processo. A 8-acetilflavona (Figura 5), juntamente com um 
derivado, exibiram inibição da APN in vitro [27] e quando testadas em 
ratos, mostraram-se eficazes na inibição do crescimento tumoral em 60-
80% dos ratos. Contudo, quando testadas em humanos, estas flavonas não 
mostraram resultados promissores [28];  
(iii) Inibição da tirosina cinase. A luteolina (Figura 5) bloqueia 
competitivamente locais de ligação de ATP na unidade catalítica da 
proteína cinase C [29];  
(iv) Inibição da ornitina descarboxilase, que tem um papel regulador no 
crescimento celular. A 8-acetilflavona e a apigenina (Figuras 4 e 5) inibem 
ambas a ornitina descarboxilase [30,31];  
(v) Inibição da topoisomerase, envolvida em diversos processos celulares 
como a replicação, transcrição, recombinação, integração e segregação 
cromossomal [32]. A luteolina (Figura 5) é um inibidor potente da 
topoisomerase I eucariótica [33];  
(vi) Inibição da aromatase. A crisina (Figura 2), por exemplo, é um potente 
inibidor desta enzima mas a sua biodisponibilidade é baixa quando 
administrada oralmente (na dieta). Contudo, algumas metilflavonas são 
resistentes ao metabolismo e assim têm uma absorção intestinal alta [34];  
(vii) Inibição da polimerização da tubulina, uma proteína fundamental para a 
divisão celular. Flavonas derivadas da combretastatina A-14 (Figura 6) 
demonstraram atividade inibitória moderada desta proteína [35]. 
As flavonas podem atuar ainda como antioxidantes através de diferentes 
mecanismos. Podem:  
(i) Atuar quelando iões metálicos [36], inibindo a xantina oxidase, uma 
enzima ligada à criação de H2O2 e aniões superóxidos [37,38];  
(ii) Inibindo a óxido nítrico sintase que, para além de ser responsável pela 
manutenção da dilatação dos vasos sanguíneos [39], pode ser induzida a 
produzir óxido nítrico em excesso e assim resultar em danos oxidativos. 
As flavonas inibidoras da óxido nítrico sintase II mais potentes são a 
apigenina e o kaempferol (Figura 4 e 7), que em quantidades micromolares 
inibem a sua transcrição genética [40];  
(iii) Algumas flavonas como a baicalina (Figura 4), podem ainda capturar 
radicais livres formados durante algumas transformações bioquímicas do 
etanol no fígado [41] e adicioná-los à ligação dupla carbono-carbono, 
atuando também como agente hepatoprotetor [42,43]. 
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Figura 5 – Estruturas de várias flavonas hidroxiladas, da 8-Acetilflavona, Fisetina, Flavopiridol, Hipolaetina, 
Luteolina e Quercetina 
 
Para além destas atividades existem outras que merecerem algum destaque, como:  
(i)  Atividade hipolipidémica - está documentada uma relação entre a 
suplementação da dieta com polimetoxiflavonas encontradas em citrinos e 
o aumento da expressão das proteínas PPARµ e PPARγ (recetores ativados 
por proliferadores de peroxissoma regulam, entre outros mecanismos, o 
metabolismo de lípidos) no fígado de hamsters resistentes à insulina [44];  
(ii) Atividade anti-inflamatória - a flavona crisina (Figura 2), agonista de 
PPAR-γ, regula a produção de enzimas inflamatórias chave e da ciclo-
oxigenase 2, diminuindo-a [45]. Outras flavonas, como as carboxiflavonas, 
apresentam a capacidade de modular significativamente a ação do 
leucotrieno D4 [46];  
(iii) Atividade antiespasmódica - flavonas anticolinérgicas como o flavoxato 
(Figura 7), que é usado para tratar espasmos da bexiga, têm efeitos anti 
muscarínicos [47]. Outro exemplo é o hidrocloreto de flavoxato (Figura 7) 
que é receitado para alívio da cistite intestinal, disúria, noctúria, dores 
supra-púbicas e incontinência, que podem ocorrer na cistite, prostatite e 
uretrite [48];  
(iv) Atividade anti-osteoporótica – a flavanona K 058 (Figura 7), isolada da 
Ulmus wallichiana, promove células osteoprogenitoras em ratos imaturos 
[18];  
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Figura 6 – Derivados da combrestatina 
 
 
(v) Atividade antiarrítmica - a flavona acacetina (Figura 7) prolonga a duração 
da ação em miócitos atriais humanos e também prolonga o período 
refratário efetivo em cães, prevenindo assim a indução de fibrilação atrial 
[49];  
(vi) Atividade antimicrobiana - a baicalina (Figura 4) inibe a replicação do 
HIV-1 em células mononucleares do sangue periferal, in vitro [50]. Esta 
flavona inibe também a transcriptase reversa do HIV-1 sem afetar as ADN 
polimerases-α e –γ, mas inibindo ligeiramente a polimerase-β [51]. Por 
outro lado, a luteolina e quercetina (Figura 5) inibem o crescimento da 
promastigota da Leishmania donovani e induzem a paragem do ciclo 
celular na fase G1, levando à apoptose [52]. Várias hidroxiflavonas e 
derivados da 6-metoxi-2-(piperazin-1-il)-4H-cromen-4-ona (Figura 7) 
demonstraram possuir atividade contra Aspergillus flavus, uma espécie de 
fungo que causa doenças invasivas em pacientes imunossuprimidos 
[53,54]; 
(vii) Atividade fotoprotetora - estudos demonstraram que certos flavonoides 
modificados são bons absorventes de luz UV com grande fotoestabilidade 
[18];  
(viii) Atividade antagonista de GABA - flavonas como a crisina (Figura 2), 
apigenina (Figura 4), wogonina (Figura 7) e 6-metilapigenina (Figura 4) 
apresentam efeitos ansiolíticos in vitro, sendo os efeitos sedativo, 
anticonvulsivo e relaxante muscular menos proeminentes, indicando uma 
possível ação mais seletiva destas moléculas [55];  
(ix) Atividade protetora da membrana celular - Uma vez que têm fragmentos 
lipo e hidrofílicos, as flavonas possuem a capacidade de interagir com 
bicamadas membranares [56]. Ao interagirem com as membranas induzem 
alterações que podem afetar a taxa de oxidação dos lípidos e proteínas 
membranares. Para além disso, a partição de flavonas no núcleo 
hidrofóbico pode resultar em atividade antioxidante ao estabilizar radicais 
livres, enquanto interações entre polifenois na superfície da bicamada 
fosfolipídica, através de ligações de hidrogénio, podem reduzir o acesso à 
célula a moléculas prejudiciais à bicamada, protegendo a estrutura e 
funções da membrana;  
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(x) Atividade inibidora da fosfodiesterase - o requisito estrutural mínimo para 
que um composto tenha atividade inibidora da fosfodiesterase é um 
esqueleto de flavona, de flavonol ou de antocianidina (Figura 1) [57];  
(xi) Atividade inibidora da oxidoredutase aceitadora de NAD(P)H-quinona – 
flavonas como a oroxilina, wogonina (Figura 7) e baicalina (Figura 4) 
catalisam a redução e desintoxicação de quinonas, levando à proteção 
celular contra toxicidade, mutagenicidade e cancro [58];  
(xii) Atividade agonista de recetores α1-adrenérgico - algumas flavonas, como 
a flavona SB 216469 (Figura 7), demonstram ter uma ação semelhante à 
dos agonistas de recetores α1-adrenérgico exógenos, pois demonstram 
seletividade urológica substancial em cães anestesiados, bloqueando a 
contração uretral ou estimulando o nervo hipogástrico [56, 57]; 
(xiii) Atividade despigmentadora - certas flavonas são usadas na indústria 
cosmética, como a baicalina, que é usada como um agente despigmentador 
em cosméticos [18]. 
 
São abundantes os exemplos de atividades biológicas exibidas pelas flavonas 
(Figuras 1-7), o que em parte explica o interesse gerado à volta deste tipo de compostos. 
Mais à frente, iremos explorar uma atividade, não abordada nesta lista, que também é alvo 
de grande interesse por parte da comunidade científica: a atividade antibacteriana. 
 
 
 
Figura 7 – Estruturas de vários flavonoides com atividades biológicas   
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1.2. Flavonas como agentes antibacterianos 
 
No vasto leque de atividades biológicas associadas às flavonas, a atividade 
antibacteriana é certamente digna de estudos mais aprofundados dado o aumento do 
número de espécies bacterianas multirresistentes [61,62] e da necessidade de soluções para 
este problema à escala global, que passam pela descoberta de uma nova classe de agentes 
antibacterianos [63], pelo desenvolvimento de novos complementos que inibam os 
mecanismos de resistência [64] e pelo desenvolvimento de fármacos que tenham os fatores 
de virulência como alvo, interferindo com a patogénese bacteriana [65].  
Na literatura, existem exemplos de flavonas que podem ajudar a combater espécies 
bacterianas multirresistentes. Por exemplo, a isoginkgetina mostrou atividade contra 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans) com boa seletividade e baixa 
citotoxicidade [66], havendo mesmo estudos que afirmam que a luteolina e a apigenina 
(Figura 5 e 4), entre outras flavonas, são seletivamente tóxicas contra estripes de 
Streptococcus aureus resistentes, designadas por MRSA (Staphylococcus aureus resistente 
à meticilina) [67,68]. Para além disto, a flavona baicalina (Figura 4) apresenta a capacidade 
de aumentar a atividade de antibióticos como a gentamicina em Enterococcus resistentes à 
vancomicina [69]. Outros estudos revelam que determinadas flavonas apresentam um 
efeito sinergético, superior ao resultado da adição de cada atividade das flavonas isoladas 
[70], uma vez que podem facilitar a entrada do composto ativo na célula [71] ou impedir 
que este seja expelido por ela [72]. Por exemplo, a baicalina mostrou aumentar a atividade 
de fármacos β-lactâmicos [73]. 
 Estes são apenas dois exemplos em como as flavonas podem vir a ser uma 
importante fonte de compostos úteis no tratamento de infeções causadas por espécies 
bacterianas multirresistentes.  
 
 
1.2.1. Relação estrutura-atividade antibacteriana das flavonas e 
isoflavonas 
 
Os estudos sobre a relação estrutura-atividade das flavonas podem ser agrupados 
em 3 grupos consoante o anel em que é estudado o impacto de diferentes grupos 
funcionais, no anel A, B ou C (Figura 1). 
No anel A, vários autores demonstraram que a presença do grupo 5-hidroxilo 
aumenta a atividade de flavonas contra MRSA [74,75]. Foi também estabelecida uma 
relação entre a presença de uma cadeia O-acilo [76] ou O-alquilamino [77] na posição 7 e 
um aumento da atividade antibacteriana destes compostos. Para além disto, a presença de 
um grupo lipofílico na posição 6- ou 8- resulta num aumento da atividade antibacteriana 
contra MRSA e Escherichia coli [75,78]. Num estudo mais recente, Wu et al. afirmam 
que, em flavonas polimetoxiladas, um grupo 8-OMe contribui para um aumento da 
atividade antibacteriana [78]. No entanto, no mesmo estudo verificaram que o grupo 6-
hidroxilo pode diminuir a atividade antibacteriana. Noutro estudo, Wu et al. verificou que 
a adição do grupo 6-amino (-NH2) resulta num aumento da atividade antibacteriana contra 
a bactéria Clostridium difficile [79]. A adição de átomos como flúor, cloro e bromo 
resultam também num aumento da atividade, segundo Mughal et al. [80]. 
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No anel B, Sato et al. testaram, através de ensaios de difusão em agar, a atividade 
antibacteriana de isoflavonas com grupos hidroxilo nas posições 5-, 2’- e 4’- em várias 
espécies de Streptococcus. Os autores verificaram que estes compostos inibiam 
completamente o crescimento de bactérias [81]. Contudo, num estudo realizado pelo 
mesmo grupo afirma que 5-hidroxiflavonas e 5-hidroxiisoflavonas com grupos hidroxilo 
nas posições 7- e 4’- não exibem qualquer atividade [82]. Estes dados podem sugerir que a 
2’-hidroxilação é importante para que o composto apresente atividade. Também a adição 
de um grupo 2’–OMe provou resultar num aumento da atividade antibacteriana contra 
Clostridium difficile [79]. Noutro estudo recente, Wu et al. revelou que o grupo 4’–OMe 
diminui a atividade antibacteriana de uma flavona metoxilada nas posições 5-, 6- e 7- 
(baicalina) [78]. Outro grupo funcional que está relacionado com um aumento da atividade 
antibacteriana, contra a Escherichia coli, é o grupo nitro (-NO2), Mughal et al. 
demonstraram que a adição deste grupo nas posições 2’-, 3’- e 3’-/4’- (simultaneamente) 
resulta num aumento do halo de inibição numa cultura de Escherichia coli [80]. No mesmo 
artigo, demonstraram também que um átomo de flúor na posição 4’- resultava também 
num aumento do halo de inibição numa cultura de Escherichia coli.  
No anel C, Mughal et al. descobriram também que a substituição do átomo de 
oxigénio do carbonilo, por enxofre ou azoto é eficaz no melhoramento da atividade 
antibacteriana, contra a Escherichia coli [80]. Por outro lado, a adição de um grupo 3-
hidroxilo (flavonol) está relacionada com um decréscimo da atividade antibacteriana contra 
o mesmo microrganismo, segundo Wu, et al. [78]. 
Estes dados sugerem que todos os anéis podem ser alterados de forma a aumentar e 
diminuir a atividade antibacteriana, não sendo possível identificar um deles como o 
principal responsável pela atividade bacteriana. Além disso, adição do mesmo substituinte 
pode resultar quer num aumento, quer numa diminuição na atividade antibacteriana 
apresentada pelo composto, dependendo da posição onde ele é colocado. Estes fenómenos 
podem ser explicados pelo facto de as flavonas atuarem através de diversos mecanismos 
quando em contato com bactérias. Desta forma, a análise da relação entre a estrutura e 
atividade das flavonas pode ser usado como uma ferramenta importante na compreensão 
dos mecanismos de ação destes compostos. 
 
 
 
1.2.2.  Mecanismos de ação antibacteriana 
 
Inibição da síntese de ADN 
Num estudo realizado por Ohemeng et al., a apigenina (Figura 4) demonstrou a 
capacidade de inibir a enzima ADN girase da Escherichia coli, sendo que esta capacidade 
contribui para a sua propriedade antibacteriana [83]. Contudo, uma vez que o nível de 
atividade bactericida nem sempre se correlacionava com a inibição enzimática, os autores 
sugeriram que outros mecanismos estarão também envolvidos no processo bactericida. 
Outros estudos mais recentes têm apoiado estas conclusões, pois, para além da apigenina, 
outras flavonas como a baicalina (Figura 4), a crisina (Figura 2), a luteolina (Figura 5), a 
tangeritina (Figura 8), a nobiletina (Figura 4) e a 5,6,7,4’-tetrametoxiflavona (Figura 8) já 
demonstraram capacidade de inibir esta enzima bacteriana [78].  
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Outras flavonas, como análogos do 
composto natural SD8 baseados nas flavonas 
(Figura 9), também demonstram a capacidade de 
inibir a ADN girase [84]. Para além disso, um 
estudo realizado por Bernard et al. comprovou 
que é possível derivar inibidores seletivos da 
topoisomerase IV a partir da estrutura da flavona 
não substituída [85]. Ao interferirem com a 
função normal destas enzimas (ADN girase e 
topoisomerase IV) as flavonas apresentam a 
capacidade de interferir com a síntese de ADN 
bacteriano, revelando assim um dos mecanismos 
pelo qual estas exercem a sua atividade 
antibacteriana. 
 
Alteração da membrana plasmática 
Num estudo recente, Yao et al. descobriram 
que algumas flavonas polimetoxiladas, como a 
nobiletina (Figura 4) e a tangeritina (Figura 8), 
têm a capacidade de alterar a permeabilidade 
seletiva de membranas celulares. Esta alteração resulta na perda de endoenzimas para o 
exterior, o que causa disfunções metabólicas, inibição da síntese proteica e eventualmente 
picnose e morte celular [86]. 
Outro estudo revelou que a apigenina (Figura 4) inibe competitivamente a enzima 
HpFabZ (proteína transportadora β-hidroxiacil-acildesidratase da Helicobacter pylori), que 
é responsável pelos ciclos de elongação de ácidos gordos saturados e não saturados na via 
de biossíntese de ácidos gordos tipo II (FAS II) [87,88]. A flavona inibe a enzima por uma 
de duas maneiras, liga-se à entrada do túnel B do substrato ou liga-se à enzima, dentro do 
túnel C, perto dos resíduos catalíticos [88]. Desta forma, torna-se impossível para a 
bactéria sintetizar ácidos gordos para incorporar na sua membrana plasmática. 
Estes estudos permitem concluir que as flavonas alteraram a membrana plasmática 
de várias formas. Elas podem simplesmente inibir a síntese da membrana [85, 86] ou 
mesmo causar alterações na sua permeabilidade, interferindo com a sua função [86].  
 
Inibição da síntese da parede celular 
Dalei Wu et al. realizou um estudo que comprova que a flavona apigenina é um 
inibidor reversível da D-alanina-D-alanina ligase, competitivo em relação ao substrato ATP 
e não competitivo em relação ao substrato D-Ala [89]. Esta enzima é essencial uma vez que 
catalisa a ligação de D-Ala-D-Ala na montagem de precursores de peptidoglicano [90]. 
Uma vez que o peptidoglicano é um importante constituinte da parede celular, podemos 
afirmar que a apigenina é um composto inibidor da síntese da parede celular. 
 
Inibição da produção de energia 
Um estudo realizado por Nagababy et al. [91] afirma que a baicalina inibe 
completamente a ATP sintase F1 presente na Escherichia coli. Outras flavonas como a 
crisina (Figura 2), a diosmina (Figura 9) e a apigenina (Figura 4) também inibem esta 
enzima, contudo a inibição é apenas parcial (40-60%) [91]. Uma vez que a ATP sintase é 
responsável, como o nome indica, pela produção de ATP, uma inibição completa desta 
 
Figura 8 – Estrutura de flavonas polimetoxiladas 
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enzima significa que a bactéria torna-se incapaz de produzir energia para sustentar os 
mecanismos intracelulares que lhe permitem sobreviver. 
 
Estes exemplos descritos na literatura permitem-nos concluir que as flavonas 
interferem em vários processos celulares das bactérias através de diferentes mecanismos. 
Podemos também concluir que as flavonas não estão limitadas a atuar através de apenas 
um mecanismo. A apigenina (Figura 4), por exemplo, demonstra capacidade de inibir a 
síntese de ADN [83], provocar alterações na membrana plasmática [88], inibir a síntese da 
parede celular [89] e diminuir a produção de energia [91]. Apesar de estes resultados 
demonstrarem propriedades bactericidas por parte de certas flavonas, é necessário ter em 
conta que outros estudos revelam que a 3-O-octanoil-(–)-epicatequina e o flavonol 
galangina (Figura 9) induzem a formação de agregados em diferentes estirpes de bactérias 
[92,93]. Se este fenómeno for induzido por outros flavonoides, como as flavonas, a 
diminuição de unidades formadores de colónias verificada em vários testes pode dever-se 
ao facto de as bactérias estarem agregadas e não à sua morte celular (Figura 10) [94]. Este 
fenómeno levanta algumas questões quanto aos mecanismos de ação propostos, pois a 
causa e efeito podem ter sido confundidos. Por exemplo, caso as bactérias se agreguem, a 
razão entre a sua área superficial e o seu volume diminuirá, levando a uma diminuição do 
consumo de oxigénio, podendo este sinal ser interpretado como paragem da cadeia 
transportadora de eletrões (ou seja, inibição da produção de energia). A razão área/volume 
diminuída pode também levar a um uptake reduzido de nutrientes como a uridina e timina, 
um sinal previamente interpretado como inibição da síntese de ácidos nucleicos. Uma 
solução provisória seria usar os estudos “time-kill” em detrimento dos ensaios de MBC, 
com análise microscópica das bactérias testadas [95]. 
 
 
Figura 9 – Estruturas da Diosmina, 3-O-octanoil-(-)-epicatequina, Galangina e SD8 
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Figura 10 – Dois mecanismos pelos quais as flavonas podem diminuir o número de unidades formadoras de 
colónias (CFU) [94] 
 
Além disso, pode dar-se o caso de um mecanismo de ação poder ser interpretado 
como vários outros. Num exemplo hipotético, dado por Cushnie et al., um agente 
antibacteriano (neste caso o núcleo de uma flavona) pode danificar a membrana celular, o 
que levará à eliminação da força motriz protónica. Como consequência, a geração de ATP 
e o transporte de solutos para a célula bacteriana seriam afetados. Uma vez que a sua 
capacidade de gerar energia e adquirir nutrientes estava debilitada, a célula perderia a 
capacidade de sintetizar ADN, peptidoglicano para a parede celular e outros compostos 
[94].  
 
 
1.2.3. Mecanismos de atenuação da patogenicidade bacteriana 
 
Inibição do recetor TraR  
Zeng et al. publicaram um estudo no qual afirmam que a baicalina (Figura 4) inibe o 
recetor TraR associado à membrana [96], um componente básico do sistema de quorum 
sensing, impedindo a interação entre lactonas da N-acil-homoserina (moléculas 
sinalizadoras usadas pelas bactérias Gram negativas) e os seus recetores [97]. Quorum 
sensing é um sistema de comunicação entre células que as bactérias usam para regular 
certos aspetos como a virulência. As bactérias libertam moléculas sinalizadoras que se 
ligam, nas células vizinhas, a recetores sensíveis à densidade celular, resultando na 
ativação de genes relacionados com a virulência [98]. Desta forma, a inibição do recetor 
TraR por parte da baicalina vai resultar numa diminuição da patogenicidade bacteriana. 
 
Inibição da urease 
Vários estudos recentes revelam que certas flavonas conseguem inibir a enzima 
urease bacteriana [99–101]. Por exemplo, um estudo empreendido por Xiao et al. revelou 
que a crisina (Figura 2) é um potente inibidor reversível da urease presente na Helicobacter 
pylori com um mecanismo de ação não competitivo [102,103]. Tendo em conta que 
bactérias como a Helicobacter pylori segregam urease como mecanismo de defesa, para 
resistir ao pH baixo do estômago [94], a inibição desta enzima faz com que a sobrevivência 
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destas bactérias em determinados ambientes hostis seja reduzida, resultando numa baixa 
patogenicidade.  
 
Neutralização de toxinas bacterianas 
As toxinas desempenham um papel importante na patogenicidade das bactérias, 
chegando mesmo a causar doenças fatais muito tempo depois de a própria bactéria ter 
morrido [104]. Num estudo conduzido por Tomboloa et al., foi descoberto que flavonas 
como a apigenina, a baicalina e a crisina (Figuras 4 e 2) inibem a toxina VacA, um dos 
principais fatores de virulência da bactéria Helicobacter pylori [105]. Esta toxina causa 
vacuolização celular e danos tecidulares ao formar canais permeáveis à ureia e seletivos 
para aniões em membranas plasmáticas e endossomais [106–109].  
 
Inibição da segregação de fatores virulentos 
A capacidade do Streptococcus aureus causar doenças é largamente atribuída à sua 
capacidade de segregar enzimas e toxinas [94]. Um estudo revelou que certas flavonas têm 
um impacto na segregação de fatores virulentos da bactéria Streptococcus aureus [110]. 
Fazem-no ao diminuir a produção da toxina α-hemolisina, responsável pela lise de 
eritrócitos, e da estafiloxantina, cuja ação antioxidante ajuda a bactéria a sobreviver na 
presença de espécies reativas de oxigénio. Deste modo, as flavonas testadas por Lee et al. 
diminuíram a hemólise de eritrócitos humanos e o nível transcripcional do gene da α-
hemolisina, bem como tornaram a bactéria 100 vezes mais vulnerável ao peróxido de 
hidrogénio [110]. 
Apesar de serem agentes antibacterianos promissores, com MBC’s baixos e com 
atividade sinergética alta, muitas destas flavonas terão de ser submetidas a mais análises de 
modo a determinar a sua seletividade, pois é possível que a seletividade diminua com o 
aumento da atividade antibacteriana. Deste modo, estudos da ação antibacteriana destes 
compostos deverão ser acompanhados pela análise da sua citotoxicidade em estudos 
futuros. 
 
 
2. Compostos β-lactâmicos 
 
O anel β-lactama (Figura 11) é o elemento caracterizante da maior família de 
agentes antibacterianos, os antibióticos β-lactâmicos. A esta família pertencem fármacos 
como a penicilina (e seus derivados), cefalosporinas, monobactamos e carbapenemos 
[111]. Estes fármacos tendem a ter uma ação bactericida lenta, uma boa distribuição no 
corpo e baixa toxicidade [112]. 
 
Figura 11 – Anel β-lactâmico (a vermelho) de uma molécula de penicilina. R é o grupo variável. 
 
Os antibióticos β-lactâmicos atuam ao se ligarem às PBPs (proteínas que 
especificamente se ligam às penicilinas) e inibirem o crosslinking final nas cadeias laterais 
peptídicas do peptidoglicano que se forma na parede celular bacteriana [113]. Para tal, 
estes compostos inibem a transpeptidase bacteriana (uma PBP) através da acilação de um 
resíduo de serina presente no centro ativo da enzima [114] (Esquema 1). Isto acontece 
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devido à semelhança estereoquímica entre o anel β-lactâmico e o substrato da 
transpeptidase, dois resíduos de D-alanina (D-alanina-D-alanina). Uma vez que, quando 
inibida, a transpeptidase não consegue criar crosslinks entre o penúltimo resíduo de alanina 
de uma cadeia de peptidoglicano e um resíduo de aminoácido de outra cadeia de 
peptidoglicano, a parede celular da bactéria torna-se frágil e suscetível à lise e à morte 
celular [114]. Para além disto, a acumulação de precursores de peptidoglicano na célula 
ativa as hidrolases celulares e autolisinas, o que aumenta a degradação da parede celular, 
aumentando também a sua fragilidade [115]. 
No entanto, as bactérias podem desenvolver diferentes tipos de resistência a este 
grupo de antibióticos, o que diminui consideravelmente a sua atividade. Estes mecanismos 
resultam de mutações genéticas que permitem às bactérias degradar o antibiótico ou alterar 
as enzimas alvo do antibiótico ou evitar a permanência do antibiótico na bactéria. 
O mecanismo mais comum de resistência é a produção de enzimas que degradem 
ou modifiquem o antibiótico administrado antes que ele possa atuar sobre a bactéria. As β-
lactamases fazem precisamente isso, estas enzimas ligam-se ao anel β-lactâmico e 
hidrolisam a ligação amida, destruindo o composto. Este tipo de enzimas conta já com 
mais de 470 β-lactamases organizadas geralmente em quatro classes (A-D) [116]. 
 
 
Esquema 1 - Mecanismo da acilação da PBP pelo anel β-lactâmico 
 
As enzimas das classes A, C e D atuam de forma semelhante, através de um ataque 
nucleofílico de uma serina da enzima ao grupo carbonilo do anel [117]. As enzimas da 
classe B, por outro lado, apenas conseguem hidrolisar o anel β-lactâmico na presença de 
zinco [118]. Uma forma de assegurar a atividade dos fármacos β-lactâmicos, é administrá-
los juntamente com um inibidor de β-lactamases, como o ácido clavulânico [117]. 
Outro mecanismo de resistência é a alteração das enzimas alvo, de modo a que a 
interação entre o fármaco e a enzima seja reduzida ou até mesmo inexistente. Para que tal 
aconteça, as PBPs podem sofrer uma mutação que cause uma diminuição da sua interação 
com o antibiótico. Estas podem ainda ser substituídas por novas enzimas que sejam menos 
sensíveis a esta família de antibióticos. A alteração da PBP2x na estirpe Streptococcus 
pneumoniae resistente à penicilina é um exemplo de uma mutação que conferiu resistência 
à bactéria [119]. O aumento da expressão das PBPs pode também resultar na resistência a 
este tipo de fármacos, se bem que este mecanismo é o menos eficaz dos três [114]. 
Por fim, as bactérias podem também expulsar fármacos do seu meio intracelular 
através de bombas de efluxo. Este mecanismo é mais comum nas bactérias Gram-
negativas, sendo uma das maiores contribuições para a resistência a antibióticos por parte 
destas bactérias. Um exemplo deste caso é o sistema de efluxo de fármacos MexAB-OprM 
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da Pseudomonas aeruginosa [120]. Esta bomba atua em vários fármacos, incluindo 
fármacos β-lactâmicos e inibidores de β-lactamases, representando assim um alvo 
adequado para o desenvolvimento de novos antibióticos.  
 
 
3. Flavonas conjugadas com anéis β-lactâmicos 
 
Apesar de existirem poucos dados na literatura que identifiquem as flavonas como 
inibidores dos mecanismos de resistência de antibióticos β-lactâmicos, existem vários 
exemplos de flavonas que demonstraram atividade antibacteriana contra estirpes de 
bactérias multirresistentes, atividade sinergética, ao aumentar o efeito antibacteriano de 
outros antibióticos, e atividade redutora da patogenicidade bacteriana. Deste modo, 
concluímos que será relevante tentar aliar estes possíveis efeitos à capacidade de um anel 
β-lactâmico de inibir PBPs. Assim, idealizou-se a síntese de flavonas contendo anéis β-
lactâmicos (Figura 12) e a avaliação da sua atividade antibacteriana, não só com o objetivo 
de verificar esta atividade, mas também de verificar a variação da suposta atividade com a 
posição em que é colocado o anel substituinte.   
A avaliação da atividade antibacteriana foi implementada no DQ, pelo que testámos 
mais do que um método e otimizámos condições. A escolha deste tipo de flavonas também 
se prendeu com o facto de as estruturas base propostas não apresentarem violações à regra 
de Lipinski (Tabela 1).  
 
 
Figura 12 – Flavonas a sintetizar 
 
Apesar da regra de Lipinsky descrever propriedades moleculares importantes para a 
farmacocinética do composto no corpo humano, como a absorção, distribuição, 
metabolismo e excreção, esta não está relacionada com o facto de o composto ser, ou não, 
biologicamente ativo. Esta regra apresenta também algumas limitações. Uma vez que a 
‘regra de 5’ é baseada numa distribuição de propriedades calculadas entre vários milhares 
de fármacos, por definição, alguns fármacos escapam a esta regra. Estes fármacos 
pertencem a quatro classes de medicamentos oralmente ativos: antibióticos, antifúngicos, 
vitaminas e cardioglicosídeos. Lipinsky, et al. tentaram justificar estas exceções, sugerindo 
que as classes de medicamentos que escapam à regra são classes cujas estruturas lhes 
permitem atuar como substrato para transportadores que ocorrem naturalmente [121].  
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Tabela 1 – Propriedades importantes calculadas para as estruturas bases 1a, 1b e 1c [121] 
 
Composto Mr miLogP n-ROTB n-ON 
aceitadores 
n-OHNH 
dadores 
n-violações TPSA 
1a 319,36 4,11 3 4 0 0 50,52 
1b 319,36 4,13 3 4 0 0 50,52 
1c 319,36  4,16 3 4 0 0 50,52 
 
Log P – coeficiente de partição octanol-água; n-ROTB – número de ligações que podem rodar; n-ON- 
número de aceitadores de hidrogénio; n-OHNH- número possível de ligações de hidrogénio; n-violações- 
número de violações da regra; TPSA- área de superfície polar (Å) 
 
 
 
4. Objetivos   
 
 
Os objetivos deste trabalho consideram a síntese de três flavonas contendo um anel 
β-lactâmico, no anel B (1c) e no anel A (1a e 1b) (Figura 12). Estas serão sujeitas a estudos 
de atividade antibacteriana, cujos resultados possibilitarão a escolha do local ideal do anel 
β-lactâmico e, deste modo, programar a síntese de outros derivados. A rota sintética 
idealizada implica a síntese e caracterização de vários intermediários, nomeadamente 2’-
hidroxinitrocalconas 4, nitroflavonas 5 e aminoflavonas 6 (Esquema 2).  
 
 
 
Esquema 2 – Rota sintética para as flavonas aminadas 
 
 A rota sintética apresentada no Esquema 2 propõe a obtenção das 2’-hidroxinitro-
calconas 4 através de uma reação de condensação aldólica [122–124], seguida de uma 
ciclodesidrogenação [123] da qual resultarão as nitroflavonas 5. Finalmente, as 
aminoflavonas 6 serão obtidas através de uma redução do grupo nitro das nitroflavonas 5 
[125]. 
 19 
 
 Na tentativa de adicionar um anel β-lactâmico às aminoflavonas, tentaremos 
recorrer a uma reação de Reformatsky; um tipo de reação que resulta da inserção metálica 
a ligações halogénio-carbono ativadas por grupos carbonilo (ou grupos derivados ou 
relacionados com grupos carbonilo) em posições vicinais ou vinilogas e subsequente 
adição a todo o tipo de eletrófilos [126]. Na literatura, esta reação foi usada previamente 
para sintetizar este tipo de anéis com sucesso [127,128]. Desta forma, elaboraram-se as 
rotas sintéticas descritas nos Esquemas 3 e 4. 
 No Esquema 3, usar-se-á o protocolo seguido por James et al. [127]. Para tal, será 
necessário sintetizar a imina 8 de modo a que esta possa então reagir com o bromoacetato 
de etilo 9 para formar o anel β-lactâmico 1. Por outro lado, no Esquema 4 está representada 
uma rota sintética alternativa, adaptada da rota descrita anteriormente de modo a que não 
seja necessária a síntese da imina pouco estável, facilitando o processo sintético. 
 
 
 
Esquema 3 – Rota sintética para a ligação do anel β-lactâmico à flavona através de uma reação de Reformatsky 
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Esquema 4 - Rota sintética para a ligação do anel β-lactâmico à flavona adaptada de uma reação de Reformatsky 
Pretende-se também testar a atividade antibacteriana de alguns intermediários, 
como as 2’-hidroxinitrocalconas 4, nitroflavonas 5 e aminoflavonas 6, de modo a comparar 
as atividades dos compostos nitrados com os aminados. Para isso, será necessária a síntese 
de 2’-hidroxicalconas aminadas. Desta forma, pretendemos aplicar um método que já deu 
provas de conseguir reduzir grupos nitro em nitrocalconas sem as transformar em di-
hidrocalconas [124] (Esquema 5). 
 
 
 
 
 
Esquema 5 – Redução de 2’-hidroxinitrocalconas  
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Material e Métodos 
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1. Materiais 
 
Reagentes e Solventes 
 
 Comerciais ou destilados, considerados puros. 
 THF comercial foi tratado com sódio metálico e benzofenona e destilado 
de seguida, de modo a ser considerado “seco”, seguindo um protocolo 
descrito na literatura [129]. 
 
Sílicas 
 
 Sílica gel para cromatografia em coluna, ultra pura, 40-60 μm, 60A, Acrōs 
Organics 
 Sílica gel para cromatografia, 0,060-0,200 mm, 60A, Acrōs Organics 
 TLC sílica gel, 60 F254, Merck 
 Celite® Sigma-Aldrich 
 
Equipamentos 
 
 Placas de tlc observadas numa lâmpada UV, a comprimento de onda 254 
e/ou 366 nm. 
 Os espectros de RMN foram registados em espetrómetros de RMN Bruker 
Avance de 300 ou 500 MHz [300,13 MHz (1H), 75,47 MHz (13C) ou a 
500,13 MHz (1H), 125,77 MHz (13C)] usando TMS como padrão interno. 
 Micro-ondas Ethos MicroSynth Labstation (Milestone Inc.) 
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2. Métodos de síntese 
 
 
1.1. Síntese de 2’-hidroxinitroacetofenonas 2a-b 
 
Esquema 6 - Síntese de nitroacetofenonas 2a-b 
 
Num balão, foram dissolvidos 2 mL de 2’-hidroxiacetofenona (2a) em 8 mL de TFA. 
A esta solução, arrefecida num banho de gelo e sob agitação, foram adicionados 2,3 g de 
nitrito de sódio. Retirou-se do banho de gelo e deixou-se sob agitação durante 15 minutos. 
A mistura reacional foi transferida para um copo com gelo e a solução foi neutralizada (pH 
6-8) com uma solução de hidróxido de sódio (NaOH). Após três extrações líquido/líquido 
com 30 mL diclorometano, concentração da fase orgânica e purificação através de 
cromatografia em coluna de sílica gel, utilizando uma mistura de diclorometano/hexano 
(4:1) como eluente, obtiveram-se dois compostos, 2b (16%) e 2c (53%). 
 
 
1.2. Síntese de 2’-hidroxinitrocalconas 4a-c 
 
 
 
Esquema 7 - Síntese de nitrocalconas 4a-c 
 
2’-Hidroxinitrocalconas 4a e 4b 
 
Num reator, foram dissolvidas 100 mg de 2’-hidroxinitroacetofenona (2b ou 2c) em 
15 mL de THF. A esta solução, arrefecida num banho de gelo e sob agitação, foram 
adicionadas 40 mg de hidreto de sódio. Retirou-se do gelo e, depois de adicionados 0,1 mL 
de benzaldeído (3a), o reator foi colocado no aparelho de micro-ondas, sob atmosfera de 
nitrogénio. A reação durou 30 minutos, à potência de 50 W. A mistura reacional foi 
transferida para um copo com gelo e a solução foi acidificada (pH 4-5) com uma solução 
de HCl. O precipitado formado foi filtrado, dissolvido em diclorometano e a solução 
passada por sulfato de sódio anidro. A purificação foi realizada por cromatografia em 
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coluna de sílica gel, utilizando uma mistura de diclorometano/hexano (4:1) como eluente. 
Os compostos obtidos, 4a (13%) e 4b (43%), foram caracterizados por RMN. 
 
2’-Hidroxinitrocalcona 4c 
 
Num reator, foram dissolvidas 100 mg de 2’-hidroxiacetofenona (2a) em 15 mL de 
THF. A esta solução, arrefecida num banho de gelo e sob agitação, foram adicionadas 40 
mg de hidreto de sódio. Retirou-se do gelo e, depois de adicionados 0,1 mL de 4-
nitrobenzaldeído (3b), o reator foi colocado a agitar, sob atmosfera de azoto e protegido da 
luz, durante 2 horas. A mistura reacional foi transferida para um copo com gelo e a solução 
foi acidificada (pH 4-5) com uma solução de 1:2 de H2O/HCl (36%). O precipitado 
formado foi filtrado, dissolvido em diclorometano e a solução passada por sulfato de sódio 
anidro. A purificação foi realizada por cromatografia em coluna de sílica gel, utilizando 
uma mistura de diclorometano/hexano (4:1) como eluente. O composto obtido 4c (67%) 
foi caracterizado por RMN. 
 
 
 
1.3. Síntese de nitroflavonas 5a-c 
 
 
Esquema 8 - Síntese de nitroflavonas 5a-c 
 
Num balão, foram dissolvidas 100 mg da 2’-hidroxicalcona apropriada (4a, 4b e 4c) 
em 5 mL de dimetilsulfóxido (DMSO). À solução foram adicionadas 4,7 mg de iodo e 
colocou-se a mistura reacional num banho de areia a 195ºC, de modo a que o DMSO 
refluxe. Após 30 minutos, a mistura reacional foi transferida para um copo com gelo e 
tiossulfato de sódio, para tratar o excesso de iodo. O precipitado foi filtrado, dissolvido em 
diclorometano e a solução passada por sulfato de sódio anidro, de modo a retirar vestígios 
de água. A purificação foi realizada recorrendo à cromatografia em coluna de sílica gel 
e/ou cromatografia em placa fina utilizando diclorometano como eluente. Os compostos 
obtidos, 5a (77%), 5b (65%) e 5c (57%), foram caracterizados por RMN. 
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1.4. Síntese de aminoflavonas 6a-c 
 
 
 
Esquema 9 - Síntese de aminoflavonas 6a-c 
 
Num balão de fundo redondo, foram dissolvidas 76 mg de Pd/C e 408 mg de formato 
de amónio em 6 mL de metanol/acetona (1:1). O balão foi colocado, sob atmosfera de 
nitrogénio, a agitar num banho de óleo e aquecido até a solução começar a refluxar. De 
seguida, foram adicionadas 102 mg da nitroflavona (5a, 5b ou 5c). Ao fim de 2 horas, a 
mistura foi filtrada num funil de placa porosa com celite, de modo a retirar o Pd/C, 
evaporando de seguida a solução obtida. A purificação foi realizada recorrendo à 
cromatografia em coluna de sílica gel utilizando uma mistura de diclorometano/acetato de 
etilo (4:1) como eluente. Os compostos obtidos, 6a (95%), 6b (86%), 6c (78%), foram 
caracterizados por RMN. 
 
 
 
1.5. Síntese de amidoflavonas 11a-c 
 
 
 
Esquema 10 - Síntese de amidoflavonas 11a-c 
 
 
 Num balão, foram dissolvidos 10 mg de flavona (6a-c) em 50 mL de 
diclorometano. De seguida, foram adicionados 0,1 mL de cloreto de 3-bromopropionilo 
(11) e 54 mg de Zn-Cu em pó (previamente preparado, segundo o protocolo descrito na 
literatura [130]). A mistura foi colocada a agitar, sob atmosfera de nitrogénio, durante 2 
horas. De modo a terminar a reação, a solução foi acidificada com HCl (pH = 5-6) e 
passada por um funil de placa porosa com celite com metanol, para filtrar o Zn-Cu. Os 
compostos obtidos, 11a (47%), 11b (27%) e 11c (38%), foram purificados através de 
cristalização em metanol e a sua caracterização foi feita por RMN. 
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1.6. Síntese da 6-acrilamidoflavona 14 
 
 
Esquema 11 - Síntese da 6-acrilamidoflavona 14 
 
  
 Num balão, foram dissolvidas 14.5 mg de 6-amidoflavona (11b) em 15 mL de 
THF. Depois de colocar o balão a agitar, num banho de gelo, foram adicionadas 10 mg de 
hidreto de sódio. A mistura reacional foi então deixada a agitar, sob atmosfera de 
nitrogénio e protegida da luz, durante 24 horas. A reação foi parada transferindo o 
conteúdo do balão para um copo com gelo e acidificando de seguida a solução a pH 4-5. O 
composto foi extraído da água através de três extrações líquido-líquido, usando 20 mL de 
diclorometano como fase orgânica. A solução obtida foi então passada por sulfato de sódio 
anidro e evaporada à secura. A purificação foi realizada recorrendo à cromatografia em 
placa fina, utilizando uma mistura de acetato de etilo-metanol (3:1) como eluente. O 
composto obtido, 14 (95%), foi caracterizado por RMN. 
 
 
1.7. Síntese de 2’-hidroxiaminocalconas 13a e 13c e de 2’-
hidroxiaminodi-hidrocalconas 15a e 15c 
 
 
Esquema 12 - Síntese de aminocalconas 13a e 13c e de amino di-hidrocalconas 15a e 15c 
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 A uma solução de 56 mg de 2’-hidroxinitrocalconas (4a e 4c) em 20 mL de 
diclorometano foram adicionados, lentamente, 3,5 mL de HCl e 1250 mg de Sn. A reação 
foi mantida a agitar vigorosamente, a 30ºC, durante 24 horas. Esgotado o tempo da reação, 
o Sn foi filtrado da mistura reacional utilizando um funil de Buchner. Depois de 
neutralizada a mistura reacional, os compostos obtidos (13a, 13c, 15a e 15c) foram 
extraídos da água através de cinco extrações líquido-líquido com 30 mL de diclorometano 
como fase orgânica. A solução foi passada por sulfato de sódio anidro e evaporada à 
secura. Os compostos 13a (24%), 13c (18%), 15a (9%) e 15c (8%) foram purificados 
através de cromatografia em placa fina, utilizando uma mistura de diclorometano/hexano 
(8:2) como eluente, sendo depois caracterizados por RMN. 
 
 
1.8. Síntese da 6-aminoflavanona 16 e da 5’-amino-2’-hidroxidi-
hidrocalcona 15a 
 
 
Esquema 13 - Síntese da 6-aminoflavanona 16 e da 5’-amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona 15b 
 
A uma solução de 56 mg de 2’-hidroxi-5’-nitrocalcona 4b em 20 mL de 
diclorometano foram adicionados, lentamente, 3,5 mL de HCl e 1250 mg de estanho. A 
reação foi mantida a agitar vigorosamente, a 30ºC, durante 24 horas. Esgotado o tempo da 
reação, o estanho foi filtrado e a mistura reacional neutralizada. Os compostos obtidos 
(15b e 16) foram extraídos da água através de cinco extrações líquido-líquido com 30 mL 
de diclorometano como fase orgânica. A solução foi passada por sulfato de sódio anidro e 
evaporada à secura. Os compostos 15b (7%) e 16 (10%) foram purificados através de 
cromatografia em placa fina, utilizando uma mistura de diclorometano/hexano (8:2) como 
eluente, sendo depois caracterizados por RMN. 
 
  
 29 
 
3. Atividade Antibacteriana 
 
 
1.1. Método de diluição no agar 
 
O método usado para testar a atividade antibacteriana foi o método de diluição em 
agar, uma técnica bem estabelecida [131]. Seguindo este método, o composto a testar é 
incorporado no agar, variando a sua concentração de placa para placa. O agente inoculador 
é depois aplicado à superfície e deixado a incubar durante um determinado período de 
tempo, após o qual se verifica se o composto demonstra, ou não, atividade antibacteriana 
naquela concentração. 
 
 
1.1.1. Materiais 
 
 Agar Mueller-Hington; 
 Placas de Petri; 
 Suspensão de Escherichia coli (0,5 McFarland, aproximadamente 1 
× 108 CFU/mL); 
 Suspensão de  Listeria (0,5 McFarland, aproximadamente 1 × 108 
CFU/mL); 
 Micropipetas; 
 Soluções de compostos a testar, dissolvidos em DMSO (1, 2, 4, 8, 
16, 32, 64 e 128 µg/mL) 
 
 
1.1.2. Procedimento 
 
Preparação das placas 
 
1. Adicionar as diferentes soluções a diferentes soluções de agar derretido, 
a aproximadamente 45-50ºC.  
2. Misturar bem e verter para as respetivas placas de Petri até que o agar 
atinja uma altura de cerca de 3-4 mm. Este passo deve ser feito logo a 
seguir ao primeiro passo de modo a evitar que ocorra uma solidificação 
parcial. Ter atenção para não criar bolhas no agar. 
3. Deixar as placas arrefecerem, de modo a que o agar solidifique. 
 
 
Preparação do agente inoculante 
 
1. Diluir a suspensão de Escherichia coli 1:10 com água estéril. 
2. Repetir o primeiro passo duas vezes, de modo a preparar uma suspensão 
com 1 × 105 CFU/mL. Esta será a suspensão a usar para inocular as 
placas. 
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Inoculação das placas 
 
1. Com a micropipeta, aplicar 100 µL de suspensão, pelo menos 3 vezes, 
em cada placa de Petri. De modo a obter uma concentração final de 1 × 
104 CFU por aplicação 
2. Inocular uma placa controlo sem agente antibacteriano primeiro, 
seguindo para a inoculação das outras placas, da de menor concentração 
de agente antibacteriano para a de maior concentração. Inocular uma 
segunda placa controlo sem agente antibacteriano, para assegurar que 
não houve contaminação. 
 
 
Incubação das placas 
   
1. Deixar as placas à temperatura ambiente até a humidade do inóculo seja 
absorvida pelo agar. 
2. Inverter e colocar as placas a incubar, durante 16-20 horas, a 35 ± 2°C. 
 
 
Determinação das concentrações inibitórias mínimas (MICs) 
 
1. Registar as MICs como a concentração mais baixa de agente 
antimicrobiano que conseguiu inibir completamente o crescimento 
bacteriano. 
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1. Caracterização dos compostos sintetizados 
  
1.1. 2’-Hidroxinitroacetofenonas 
 
2’-Hidroxi-3’-nitroacetofenona (2b) 
 
Figura 13 – Estrutura e constantes de acoplamento da 2’-hidroxi-3’-nitroacetofenona (2b) 
 
Tabela 2 – Desvios químicos de RMN de 1H da 2’-hidroxi-3’-nitroacetofenona 2b 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
H-2 s 2,71 
 O-H s 13,18 
 H-4’ dd 8,14 1,7/8,0 
H-5’ t 7,03 8,0 
H-6’ dd 8,05 1,7/8,0 
 
Tabela 3 – Desvios químicos de RMN de 13C da 2’-hidroxi-3’-nitroacetofenona 2b 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-1’ 123,0 
 
C-6’ 136,5 
C-2’ 156,2 
 
C-1 203,5 
C-3’ 137,9 
 
C-2 27,9 
C-4’ 131,7 
   C-5’ 118,5 
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2’-Hidroxi-5’-nitroacetofenona (2c) 
 
 
Figura 14 – Estrutura e constantes de acoplamento da 2’-hidroxi-5’-nitroacetofenona (2c) 
 
Tabela 4 – Desvios químicos de RMN de 1H da 2’-hidroxi-5’-
nitroacetofenona 2c 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
H-2 s 2,76 
 O-H s 12,88 
 H-3’ d 7,10 9,2 
H-4’ dd 8,36 2,7/9,2 
H-6’ d 8,72 2,7 
 
 
 
Tabela 5 – Desvios químicos de RMN de 13C da 2’-hidroxi-5’-
nitroacetofenona 2c 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-1’ 118,5 
 
C-6’ 127,2 
C-2’ 167,2 
 
C-1 204,0 
C-3’ 119,6 
 
C-2 26,8 
C-4’ 131,1 
   C-5’ 139,5 
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1.2. (E)-2’-Hidroxicalconas 
(E)-2’-Hidroxi-3’-nitrocalcona (4a) 
 
 EM ESI m/z (int. rel.): 270 ([M+H]+, 84); 292 ([M+Na]+, 100); 308 ([M+K]+, 10) 
 
Figura 15 – Estrutura e constantes de acoplamento da (E)-2’-hidroxi-3’-nitrocalcona (4a) 
Tabela 6 – Desvios químicos de RMN de 1H da (E)-2’-hidroxi-3’-nitrocalcona 4a 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
O-H s 13,44 
 H-4’ dd 8,23 1,7/8,0 
H-5’ t 7,08 8,0 
H-6’ dd 8,18 1,7/8,0 
H-α d 7,59 15,6 
H-β d 7,95 15,6 
H-2,6 m 7,66-7,69 
 H-3,5 m 7,41-7,49 
 H-4 m 7,41-7,49 
  
Tabela 7 – Desvios químicos de RMN de 13C da (E)-2’-hidroxi-3’-
nitrocalcona 4a 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C=O 192,4 
 
C-5’ 118,4 
C-α 120,8 
 
C-6’ 135,8 
C-β 147,2 
 
C-1 134,2 
C-1’ 125,4 
 
C-2,6 128,9 
C-2’ 156,7 
 
C-3,5 129,2 
C-3’ 124,6 
 
C-4 131,5 
C-4’ 131,1 
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(E)-2’-Hidroxi-5’-nitrocalcona (4b)  
 
  
 EM ESI m/z (int. rel.): 270 ([M+H]+, 100) 
 
Figura 16 – Estrutura e constantes de acoplamento da (E)-2’-hidroxi-5’-nitrocalcona (4b) 
Tabela 8 – Desvios químicos de RMN de 1H da (E)-2’-hidroxi-5’-nitrocalcona 4b 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
O-H s 13,58 
 H-3’ d 7,14 9,2 
H-4’ dd 8,39 2,7/9,2 
H-6’ d 8,91 2,7 
H-α d 7,69 15,4 
H-β d 8,06 15,4 
H-2,6 m  7,73-7,76 
 H-3,5 m 7,49-7,51 
 H-4 m 7,49-7,51 
  
Tabela 9 – Desvios químicos de RMN de 13C da (E)-2’-hidroxi-5’-nitrocalcona 
4b 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C=O 192,9 
 
C-1 133,9 
C-α 118,4 
 
C-2,6 129,2 
C-β 148,2 
 
C-3,5 129,2 
C-1’ 119,7 
 
C-4 131,8 
C-2’ 168,5 
   C-3’ 119,7 
   C-4’ 130,9 
   C-5’ 138,8 
   C-6’ 126,1 
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(E)-2’-Hidroxi-4-nitrocalcona (4c)  
 
 EM ESI m/z (int. rel.): 270 ([M+H]+, 100) 
 
 
Figura 17 – Estrutura e constantes de acoplamento da (E)-2’-hidroxi-4-nitrocalcona (4c) 
 
Tabela 10 – Desvios químicos de RMN de 1H da (E)-2’-hidroxi-4-nitrocalcona 4c 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
O-H s 12,59 
 H-3’ dd 7,06 1,0/8,4 
H-4’ ddd 7,55 1,5/7,2/8,4 
H-5’ ddd 6,98 1,0/7,2/8,1 
H-6’ dd 7,92 1,5/8,1 
H-α d 7,76 15,5 
H-β d 7,93 15,5 
H-2,6 m 8,30 
 H-3,5 m 7,82 
  
 
Tabela 11 – Desvios químicos de RMN de 13C da (E)-2’-hidroxi-4-
nitrocalcona 4c 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C=O 193,0 
 
C-1 140,7 
C-α 124,1 
 
C-2,6 129,1 
C-β 142,1 
 
C-3,5 124,3 
C-1’ 119,8 
 
C-4 148,7 
C-2’ 163,8 
   C-3’ 118,9 
   C-4’ 137,1 
   C-5’ 119,1 
   C-6’ 129,7 
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(E)-3’-Amino-2’-hidroxicalcona (13a) 
 
 
Figura 18 – Estrutura e constantes de acoplamento da (E)-3’-amino-2’-hidroxicalcona (13a)  
 
Tabela 12 – Desvios químicos de RMN de 1H da (E)-3’-amino-2’-hidroxicalcona 
13a 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
NH2 sl 3,96 
 O-H s 13,06 
 H-4’ dd 6,93 1,2/7,9 
H-5’ t 6,79 7,9 
H-6’ dd 7,35 1,2/7,9 
H-α d 7,66 15,5 
H-β d 7,92 15,5 
H-2,6 m 7,65-7,67 
 H-3,5 m 7,43-7,45 
 H-4 m 7,43-7,45 
  
 
Tabela 13 – Desvios químicos de RMN de 13C da (E)-3’-amino-2’-
hidroxicalcona 13a 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C=O 194,2 
 
C-5’ 110,7 
C-α 120,5 
 
C-6’ 118,7 
C-β 145,1 
 
C-1 134,7 
C-1’ 119,3 
 
C-2,6 128,7 
C-2’ 151,6 
 
C-3,5 129,0 
C-3’ 136,6 
 
C-4 130,8 
C-4’ 120,1 
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(E)-4-Amino-2’-hidroxicalcona (13c) 
 
Figura 19 – Estrutura e constantes de acoplamento da (E)-4-amino-2’-hidroxicalcona (13c) 
 
Tabela 14 – Desvios químicos de RMN de 1H da (E)-4-amino-2’-hidroxicalcona 
13c 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
O-H s 13,07 
 NH2 sl 4,06 
 H-3’ dd 7,02 1,0/8,5 
H-4’ ddd 7,48 1,5/7,1/8,5 
H-5’ ddd 6,93 1,0/7,1/8,0 
H-6’ dd 7,92 1,5/8,0 
H-α d 7,48 15,3 
H-β d 7,89 15,3 
H-2,6 m 7,50-7,54 
 H-3,5 m 6,70 
  
 
Tabela 15 – Desvios químicos de RMN de 13C da (E)-4-amino-2’-
hidroxicalcona 13c 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C=O 193,7 
 
C-1 124,9 
C-α 115,5 
 
C-2,6 130,9 
C-β 146,2 
 
C-3,5 114,9 
C-1’ 120,3 
 
C-4 149,5 
C-2’ 163,5 
   C-3’ 118,5 
   C-4’ 135,9 
   C-5’ 118,7 
   C-6’ 129,4 
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1.3. 2’-Hidroxidi-hidrocalconas 
3’-Amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona (15a) 
 
Figura 20 – Estrutura e constantes de acoplamento da 3’-amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona (15a) 
 
Tabela 16 – Desvios químicos de RMN de 1H da 3’amino-2’-hidroxidi-
hidrocalcona 15a 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
NH2 sl 3,96 
 O-H sl 12,51 
 H-4’ dd 6,87 1,4/7,9 
H-5’ t 6,71 7,9 
H-6’ dd 7,17 1,4/7,9 
H-α t 3,32 7,7 
H-β t 3,06 7,7 
H-2,6 m 7,29-7,31 
 H-3,5 m 7,22-7,24 
 H-4 m 7,22-7,24 
  
 
Tabela 17 – Desvios químicos de RMN de 13C da 3’-amino-2’-hidroxidi-
hidrocalcona 15a 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C=O 206,0 
 
C-5’ 118,8 
C-α 40,2 
 
C-6’ 118,7 
C-β 30,1 
 
C-1 140,8 
C-1’ 118,6 
 
C-2,6 128,9 
C-2’ 150,5 
 
C-3,5 128,4 
C-3’ 136,5 
 
C-4 126,3 
C-4’ 119,9 
   C-5’ 118,8 
   C-6’ 118,7 
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5’-Amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona (15b) 
 
Figura 21 – Estrutura e constantes de acoplamento da 5’-amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona (15b) 
 
Tabela 18 – Desvios químicos de RMN de 1H da 5’-amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona 
15b 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
NH2 sl 3,43 
 O-H s 11,76 
 H-3’ d 6,84 8,8 
H-4’ dd 6,90 2,7/8,8 
H-6’ d 7,03 2,7 
H-α t 3,27 7,2 
H-β t 3,05 7,2 
H-2,6 m 7,20-7,25 
 H-3,5 m 7,29-7,34 
 H-4 m 7,20-7,25 
  
 
Tabela 19 – Desvios químicos de RMN de 13C da 5’-amino-2’-hidroxidi-
hidrocalcona 15b 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C=O 204,9 
 
C-1 140,8 
C-α 40,1 
 
C-2,6 128,4 
C-β 30,0 
 
C-3,5 129,6 
C-1’ 119,0 
 
C-4 126,3 
C-2’ 155,8 
   C-3’ 119,2 
   C-4’ 125,3 
   C-5’ 138,0 
   C-6’ 114,4 
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4-Amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona (15c) 
 
Figura 22 – Estrutura e constantes de acoplamento da 4-amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona (15c) 
 
 
Tabela 20 – Desvios químicos de RMN de 1H da 4-amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona 
15c 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
O-H s 12,34 
 H-3’ dd 6,98 1,0/8,5 
H-4’ ddd 7,46 1,6/7,1/8,5 
H-5’ ddd 6,88 1,0/7,1/8,1 
H-6’ dd 7,75 1,6/8,1 
H-2/H-6 m 7,04 
 H-3/H-5 m 6,64 
 H-α t 3,27 7,7 
H-β t 2,96 7,7 
 
 
Tabela 21 – Desvios químicos de RMN de 13C da 4-amino-2’-hidroxidi-
hidrocalcona 15c 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-1’ 119,3 
 
C-1 130,6 
C-2’ 162,5 
 
C-2,6 129,2 
C-3’ 118,5 
 
C-3,5 115,4 
C-4’ 136,3 
 
C-4 144,7 
C-5’ 118,9 
 
C=O 205,8 
C-6’ 129,9 
 
C-α 40,5 
   
C-β 29,4 
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1.4. Flavanonas 
6-Aminoflavanona (16) 
 
Figura 23 – Estrutura e constantes de acoplamento da 6-aminoflavanona (16) 
 
Tabela 22 – Desvios químicos de RMN de 1H da 6-aminoflavanona 16 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
N-H2 sl 3,58 
 H-2 dd 5,41 2,7/13,5 
H-3a dd 2,85 2,7/16,9 
H-3b dd 3,05 13,5/16,9 
H-5 s 7,20 
 H-7 s 6,91 
 H-8 s 6,91 
 H-2',6' m 7,47-7,49 
 H-3',5' m 7,42-7,45 
 H-4' m 7,36-7,39 
   
 
 
Tabela 23 – Desvios químicos de RMN de 13C da 6-aminoflavanona 16 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 79,6 
 
C-1' 139,1 
C-3 44,9 
 
C-2',6' 126,2 
C-4 192,4 
 
C-3',5' 128,8 
C-4a 121,1 
 
C-4' 128,7 
C-5 110,9 
   C-6 140,7 
   C-7 124,6 
   C-8 118,9 
   C-8a 155,0 
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1.5. Flavonas 
8-Nitroflavona (5a) 
 
 EM ESI m/z (int. rel.): 268 ([M+H]+, 100); 290 ([M+Na]+, 99) 
 
Figura 24 – Estrutura e constantes de acoplamento da 8-nitroflavona (5a) 
 
Tabela 24 – Desvios químicos de RMN de 1H da 8-nitroflavona 5a 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
H-3 s 6,95 
 H-5 dd 8,54 1,7/7,9 
H-6 m 7,52-7,61 7,9 
H-7 dd 8,41 1,7/7,9 
H-2',6' m 8,02-8,05 
 H-3',5' m 7,52-7,61 
 H-4' m 7,52-7,61 
  
 
Tabela 25 – Desvios químicos de RMN de 13C da 8-nitroflavona 5a 
Carbono Posição (ppm) 
 
Carbono Posição (ppm) 
C-2 163,1 
 
C-8 138,7 
C-3 107,5 
 
C-8a 148,7 
C-4 176,3 
 
C-1' 130,4 
C-4a 125,8 
 
C-2',6' 126,7 
C-5 131,9 
 
C-3',5' 129,3 
C-6 124,4 
 
C-4' 132,5 
C-7 130,1 
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6-Nitroflavona (5b) 
 
 EM ESI m/z (int. rel.): 268 ([M+H]+, 86); 290 ([M+Na]+, 100); 306 ([M+K]+, 3) 
 
Figura 25 – Estrutura e constantes de acoplamento da 6-nitroflavona (5b) 
 
 
Tabela 26 – Desvios químicos de RMN de 1H da 6-nitroflavona 5b 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
H-3 s 6,90 
 H-5 d 9,12 2,8 
H-7 dd 8,55 2,8/9,2 
H-8 d 7,74 9,2 
H-2',6' m  7,93-7,96 
 H-3',5' m 7,55-7,62 
 H-4' m  7,55-7,62 
  
 
 
Tabela 27 – Desvios químicos de RMN de 13C da 6-nitroflavona 5b 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 164,2 
 
C-8 119,8 
C-3 107,9 
 
C-8a 159,1 
C-4 176,7 
 
C-1' 130,8 
C-4a 124,1 
 
C-2',6' 126,5 
C-5 122,5 
 
C-3',5' 129,3 
C-6 144,9 
 
C-4' 132,4 
C-7 128,2 
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4’-Nitroflavona (5c) 
 
 EM ESI m/z (int. rel.): 268 ([M+H]+ 100); 290 ([M+Na]+, 8) 
 
Figura 26 – Estrutura e constantes de acoplamento da 4’-nitroflavona (5c) 
 
Tabela 28 – Desvios químicos de RMN de 1H da 6-nitroflavona 5c 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
H-3 S 6,93 
 H-5 dd 8,24 1,7/7,9 
H-6 ddd 7,48 0,9/7,2/7,9 
H-7 ddd 7,78 1,7/7,2/8,4 
H-8 dd 7,23 0,9/8,4 
H-2',6' td 8,15 2,2/9,3 
H-3',5' td 8,40 2,2/9,3 
 
 
Tabela 29 – Desvios químicos de RMN de 13C da 6-nitroflavona 5c 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 160,6 
 
C-8 118,2 
C-3 109,5 
 
C-8a 156,1 
C-4 177,9 
 
C-1' 137,6 
C-4a 123,8 
 
C-2',6' 127,2 
C-5 125,7 
 
C-3',5' 124,2 
C-6 125,7 
 
C-4' 149,4 
C-7 159,1 
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8-Aminoflavona (6a) 
 
 EM ESI m/z (int. rel.): 238 ([M+H]+, 100); 260 ([M+Na]+, 95) 
 
Figura 27 – Estrutura e constantes de acoplamento da 8-aminoflavona (6a) 
 
Tabela 30 – Desvios químicos de RMN de 1H da 8-aminoflavona 6a 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
NH2 sl 4,22 
 H-3 sl 6,80 
 H-5 dd 7,60 1,5/7,8 
H-6 t 7,22 7,8 
H-7 dd 7,06 1,5/7,8 
H-2',6' m 7,88-7,91 
 H-3',5' m 7,53-7,57 
 H-4' m 7,53-7,57 
  
 
Tabela 31 – Desvios químicos de RMN de 13C da 8-aminoflavona 5a 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 162,7 
 
C-8a 145,1 
C-3 107,8 
 
C-1' 132,1 
C-4 178,9 
 
C-2',6' 126,3 
C-4a 124,4 
 
C-3',5' 129,1 
C-5 114,4 
 
C-4' 131,6 
C-6 125,4 
   C-7 118,2 
   C-8 136,2 
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6-Aminoflavona (6b) 
 
 EM ESI m/z (int. rel.): 238 ([M+H]+, 100); 260 ([M+Na]+, 27) 
 
Figura 28 – Estrutura e constantes de acoplamento da 6-aminoflavona (6b) 
 
 
Tabela 32 – Desvios químicos de RMN de 1H da 6-aminoflavona 6b 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
NH2 sl 3,89 
 H-3 s 6,78 
 H-5 d 7,42 2,9 
H-7 dd 7,06 2,9/8,8 
H-8 d 7,42 8,8 
H-2',6' m 7,90-7,93 
 H-3',5' m 7,50-7,55 
 H-4' m 7,50-7,55 
  
 
Tabela 33 – Desvios químicos de RMN de 13C da 6-aminoflavona 6b 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 163,0 
 
C-8 119,1 
C-3 106,7 
 
C-8a 150,0 
C-4 178,5 
 
C-1' 132,1 
C-4a 124,8 
 
C-2',6' 126,2 
C-5 108,0 
 
C-3',5' 129,0 
C-6 144,0 
 
C-4' 131,4 
C-7 122,2 
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4’-Aminoflavona (6c) 
 
 EM ESI m/z (int. rel.): 238 ([M+H]+, 100); 260 ([M+Na]+, 64) 
 
Figura 29 – Estrutura e constantes de acoplamento da 4’-aminoflavona (6c) 
 
Tabela 34 – Desvios químicos de RMN de 1H da 4’-aminoflavona 6c 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
NH2 sl 4,22 
 H-3 sl 6,67 
 H-5 dd 8,21 1,7/7,9 
H-6 ddd 7,39 0,9/7,1/7,9 
H-7 ddd 7,66 1,7/7,1/8,3 
H-8 dd 7,53 0,9/8,3 
H-2',6' dt 6,65 2,4/9,7 
H-3',5' dt 7,67 2,4/9,7 
 
 
Tabela 35 – Desvios químicos de RMN de 13C da 4’-aminoflavona 6c 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 164,0 
 
C-8a 156,2 
C-3 104,3 
 
C-1' 119,0 
C-4 178,6 
 
C-2',6' 129,1 
C-4a 123,9 
 
C-3',5' 112,6 
C-5 125,5 
 
C-4' 150,4 
C-6 124,9 
   C-7 133,3 
   C-8 117,8 
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3-Bromo-N-(4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)propanamida (11a) 
 
EM/ESI m/z (int. rel.): 372 ([M+H]+, 100); 394 ([M+Na]+, 46); 410 ([M+K]+, 4) 
 
 
Figura 30 – Estrutura e constantes de acoplamento da 3-Bromo-N-(4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)propanamida 
(11a) 
 
Tabela 36 – Desvios químicos de RMN de 1H da 3-Bromo-N-(4-oxo-2-
fenil-4H-cromen-8-il)propanamida 11a 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
N-H s 10,21 
 H-3 s 7,09 
 H-5 dd 7.89 1,5/7,9 
H-6 t 7,49 7,9 
H-7 dd 7,99 1,5/7,9 
H-2',6' m 8,17-8,21 
 H-3',5' m 7,55-7,63 
 H-4' m 7,55-7,63 
 H-2'' t 3,61 6,3 
H-3'' t 3,82 6,3 
 
Tabela 37 – Desvios químicos de RMN de 13C da 3-Bromo-N-(4-oxo-2-fenil-
4H-cromen-8-il)propanamida 11a 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 162,4 
 
C-8a 148,7 
C-3 107,0 
 
C-1' 131,0 
C-4 176,9 
 
C-2',6' 126,9 
C-4a 124,0 
 
C-3',5' 129,0 
C-5 121,1 
 
C-4' 131,9 
C-6 125,0 
 
C-1'' 168,9 
C-7 129,4 
 
C-2'' 38,7 
C-8 127,3 
 
C-3'' 29,1 
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3-Bromo-N-(4-oxo-2-fenil-4H-cromen-6-il)propanamida (11b) 
 
Figura 31 – Estrutura e constantes de acoplamento da 3-Bromo-N-(4-oxo-2-fenil-4H-cromen-6-il)propanamida 
(11b) 
 
 
Tabela 38 – Desvios químicos de RMN de 1H da 3-bromo-N-(4-oxo-2-fenil-4H-cromen-6-
il)propanamida 11b 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
N-H s 10,43 
 H-3 s 7,04 
 H-5 d 8,38 2,6 
H-7 dd 7,98 2,6/9,0 
H-8 d 7,80 9,0 
H-2',6' dd 8,12 1,6/8,0 
H-3',5' m 7,58-7,65 
 H-4' m 7,58-7,65 
 H-2'' t 3,01 6,3 
H-3'' t 3,77 6,3 
 
 
Tabela 39 – Desvios químicos de RMN de 13C da 3-bromo-N-(4-oxo-2-fenil-4H-
cromen-6-il)propanamida 11b 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 162,4 
 
C-1' 131,2 
C-3 106,5 
 
C-2',6' 126,4 
C-4 177,0 
 
C-3',5' 129,2 
C-4a 123,6 
 
C-4' 131,8 
C-5 113,3 
 
C-1'' 168,5 
C-6 136,4 
 
C-2'' 38,7 
C-7 125,7 
 
C-3'' 29,1 
C-8 119,2 
   C-8a 151,7 
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3-Bromo-N-[4-(4-oxo-4H-cromen-2-il)fenil]propanamida (11c) 
 
Figura 32 – Estrutura e constantes de acoplamento da 3-Bromo-N-[4-(4-oxo-4H-cromen-2-il)fenil]propanamida 
(11c) 
Tabela 40 – Desvios químicos de RMN de 1H do 3-bromo-N-[4-(4-oxo-4H-
cromen-2-il)fenil]propanamida 11c 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
N-H s 10,44 
 H-3 s 6,99 
 H-5 dd 8,05 1,3/8,0 
H-6 ddd 7,50 1,4/6,9/8,0 
H-7 m 7,77-7,87 
 H-8 m 7,77-7,87 
 H-2',6' m 8,10 
 H-3',5' m 7,77-7,87 
 H-2'' t 3,03 6,3 
H-3'' t 3,76 6,3 
 
 
Tabela 41 – Desvios químicos de RMN de 13C do 3-bromo-N-[4-(4-
oxo-4H-cromen-2-il)fenil]propanamida 11c 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 162,4 
 
C-1' 125,5 
C-3 105,8 
 
C-2',6' 127,4 
C-4 177,0 
 
C-3',5' 119,0 
C-4a 123,4 
 
C-4' 142,2 
C-5 124,8 
 
C-1'' 168,8 
C-6 125,5 
 
C-2'' 39,5 
C-7 134,2 
 
C-3'' 29,0 
C-8 118,5 
   C-8a 155,6 
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N-(4-Oxo-2-fenil-4H-cromen-6-il)acrilamida (14) 
 
Figura 33 – Estrutura e constantes de acoplamento da N-(4-Oxo-2-fenil-4H-cromen-6-il)acrilamida (14) 
 
Tabela 42 – Desvios químicos de RMN de 1H da N-(4-oxo-2-fenil-4H-cromen-6-
il)acrilamida 14 
Protão Multiplicidade δ (ppm) J (Hz) 
N-H s 10,51 
 H-3 s 7,03 
 H-5 d 8,43 2.6 
H-7 dd 8,07 2,6/9,1 
H-8 d 7,80 9,1 
H-2',6' m 8,09-8,12 
 H-3',5' m 7,57-7,63 
 H-4' m 7,57-7,63 
 H-2'' dd 6,46 9,9/17,0 
H-3''a dd 6,32 2,2/17,0 
H-3''b dd 5,80 2,2/9,9 
 
Tabela 43 – Desvios químicos de RMN de 13C da N-(4-oxo-2-fenil-4H-cromen-
6-il)acrilamida 14 
Carbono δ (ppm) 
 
Carbono δ (ppm) 
C-2 162,5 
 
C-1' 131,2 
C-3 106,5 
 
C-2',6' 126,4 
C-4 177,0 
 
C-3',5' 129,2 
C-4a 123,6 
 
C-4' 131,8 
C-5 113,6 
 
C-1'' 163,4 
C-6 136,5 
 
C-2'' 131,6 
C-7 125,9 
 
C-3'' 127,6 
C-8 119,2 
   C-8a 151,8 
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2. Atividade antibacteriana 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 44 – MICs das (E)-2’-hidroxicalconas e flavanona na Escherichia coli  
 
MIC (μg/mL) 
Escherichia 
coli 
MIC 
(μg/mL) 
Listeria 
(E)-2’-hidroxicalcona >128 - 
(E)-4-nitro-2’-hidroxicalcona   128 N/A 
(E)-3’-nitro-2’-hidroxicalcona 64 N/A 
(E)-5’-nitro-2’-hidroxicalcona 128 - 
(E)-4-amino-2’-hidroxicalcona 16 - 
(E)-3’-amino-2’-hidroxicalcona - - 
6-aminoflavanona - - 
 
“N/A” = resultado inconclusivo;” –“ = não testado 
 
Tabela 45 – MICs das flavonas na Escherichia coli 
 
MIC (μg/mL) 
Escherichia coli 
MIC (μg/mL) 
Listeria 
Flavona 128 - 
4’-nitroflavona 128 N/A 
8-nitroflavona 8 N/A 
6-nitroflavona >128 - 
4’-aminoflavona 128 N/A 
8-aminoflavona 32 N/A 
6-aminoflavona >128 - 
 
“N/A” = resultado inconclusivo;” –“ = não testado 
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Discussão 
 
1. Síntese das 2’-hidroxiacetofenonas, (E)-2’-hidroxicalconas, 2’-
hidroxidi-hidrocalconas, flavonas e flavanona. 
 
Na nitração da 2’-hidroxiacetofenona, obtivemos uma mistura de dois compostos, a 
2’-hidroxi-3-nitroacetofenona 2b e a 2’-hidroxi-5-nitroacetofenona 2c (Esquema 6), na 
proporção de aproximadamente 1 mol do composto 2b para 3 moles do composto 2c. As 
posições C-3’ e C-5’ deste composto estão igualmente ativadas pelo grupo hidroxilo 
(Esquema 14), indicando assim que esta diferença nas quantidades obtidas se deverá a 
outro fator, como por exemplo o impedimento estéreo. Uma vez que a posição 5’ está mais 
longe dos outros substituintes (mais desimpedida), em 
relação à posição 3’, será mais fácil para um novo 
substituinte, em particular o grupo nitro que é um 
grupo volumoso, se ligar ao anel nessa posição. Face 
a estes resultados, podemos concluir que este método 
é uma opção válida para a síntese de 2’-hidroxi-5-
nitroacetofenona 2c. No entanto, será necessário 
otimizar o método para a síntese de 2’-hidroxi-3-
nitroacetofenona, pois o rendimento obtido é muito 
baixo (15%). 
Nas reações seguintes, síntese de derivados de 
2’-hidroxicalconas, foram usados protocolos 
previamente desenvolvidos no nosso grupo de 
investigação [122–125]. No caso da 2’-hidroxi-4-
nitrocalcona 4c (Esquema 7), a condensação aldólica 
foi efetuada à temperatura ambiente, sob agitação, durante duas horas. Uma vez que este 
procedimento não resultou com os derivados nitrados no anel A (4a-b – Esquema 7), foi 
usado um procedimento alternativo onde se efetua a condensação sob radiação micro-
ondas (50 W), durante 30 minutos. Mesmo assim, o rendimento da 2’-hidroxi-3’-
nitrocalcona 4a foi fraco (13%). É possível que o grupo nitro na posição 3’ interfira na 
ponte de hidrogénio entre o grupo 2’-hidroxilo e o carbonilo, diminuindo assim a acidez do 
hidrogénio α-carbonílico (Figura 34). 
A ciclodesidrogenação das 2’-hidroxinitrocalconas (4a-c – Esquema 8) foi efetuada 
seguindo um protocolo simples e eficiente que possibilitou a síntese com bons rendimentos 
(>50%) das nitroflavonas. Esta síntese é catalisada por iodo, dado que ocorre uma adição 
de I2 à dupla ligação, seguida de ciclização por substituição de um átomo de iodo e 
eliminação de HI (Esquema 15). O iodeto libertado é transformado em I2 por atuação do 
DMSO, regenerando-se assim o catalisador. 
O passo seguinte consistiu na redução 
dos grupos nitro. No caso das nitroflavonas (5a-
c) efetuou-se um tratamento com formato de 
amónio na presença de paládio em carvão 
ativado durante duas horas em refluxo 
(Esquema 9). As aminoflavonas (6a-c) foram 
obtidas em excelentes rendimentos (>75%). No 
caso das 2’-hidroxinitrocalconas (4a-c), uma 
vez que haviam evidências de que o sistema 
 
Esquema 14 – Estruturas de ressonância da 
2’-hidroxiacetofenona 
 
Figura 34 – Efeito do grupo nitro na acidez do 
hidrogénio α-carbonílico 
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aaaa 
 
Esquema 15 – Mecanismo da ciclodesidrogenação [132] 
catalítico anteriormente usado poderia reduzir a dupla ligação, foi usado o sistema 
catalítico Sn/HCl (Esquemas 12 e 13). Foram obtidas duas das calconas pretendidas, 13a e 
13c, (24% e 18% respetivamente) juntamente com os respetivos derivados 2’-hidroxidi-
hidrocalcona 15a e 15c (7% e 10% respetivamente). No caso da redução do grupo nitro da 
calcona 4b não foi obtido o produto pretendido, mas sim a di-hidrocalcona respetiva, 15b, 
e a flavanona 16. Tendo em conta que as 2’-hidroxicalconas podem estar em equilíbrio 
com as flavanonas (Esquema 16) e que este é deslocado no sentido da flavanona em meio 
ácido, concluímos que neste caso o meio ácido usado na reação favorece a estrutura 
flavanona. 
 
Esquema 16 – Equilíbrio 2’-hidroxicalcona-flavanona 
A tentativa de formar um anel β-lactâmico através de uma reação de Reformatsky 
não resultou (Esquema 3). Em todas as tentativas de síntese do derivado de imina efetuadas 
nunca foi possível isolar o derivado pretendido, embora a análise por TLC da reação 
indicasse que já não havia amina e se tinha formado um novo produto. Pensou-se que 
durante o tratamento final nas tentativas de purificação ocorria hidrólise da ligação imina. 
Mesmo nas tentativas efetuadas sem purificação e/ou com adição conjunta do 
bromoacetato de etilo falharam. Desta forma a primeira rota idealizada (Esquema 3) foi 
posta de parte e iniciou-se o estudo da segunda rota (Esquema 4). 
Os derivados da 3-bromopropanamidoflavona 11a-c foram sintetizados (Esquema 
10) em rendimentos razoáveis (30%-50%) usando o cloreto de 3-bromopropionilo e uma 
mistura catalítica Zn-Cu, preparada in situ de acordo com o protocolo descrito na literatura 
[130]. 
 59 
 
Com o intuito de formar o anel β-lactâmico tratou-se a flavona 11b com hidreto de 
sódio (Esquema 11). O objetivo era formar o anião (I), estabilizado por ressonância, que 
poderia em seguida atacar o carbono C-3 e substituir o bromo formando o anel β-lactâmico 
(Esquema 17). Ao fim de 24 h terminou-se a reação, tendo-se obtido um composto único 
em excelente rendimento (95%). No entanto a caracterização por RMN revelou que 
realmente tinha ocorrido a eliminação de HBr, sem formação do anel pretendido, mas com 
formação do grupo acriloílo. Concluímos que o protão α-carbonílico é mais ácido, 
promovendo a eliminação de HBr por outra via (Esquema 18). 
 
  
 
Esquema 17 – Possível mecanismo de formação de um anel β-lactâmico. 
 
Esquema 18 – Possível mecanismo de formação de uma acrilamida 
 
 
 
2. Caracterização das 2’-hidroxiacetofenonas, (E)-2’-hidroxicalconas, 
2’-hidroxidi-hidrocalconas, flavonas e flavanona. 
 
A espectroscopia de ressonância magnética nuclear é reconhecidamente uma das 
técnicas mais importantes na elucidação estrutural de compostos. Neste trabalho, foi esta a 
técnica à qual recorremos para confirmar todas as estruturas dos compostos sintetizados. 
 
2’-Hidroxiacetofenonas 
 
No decurso deste trabalho foram sintetizados 2 derivados nitrados da 2’-
hidroxiacetofenona, a 2’-hidroxi-3’-nitroacetofenona 2b (Tabelas 2 e 3) e a 2’-hidroxi-5’-
nitroacetofenona 2c (Tabelas 4 e 5). 
No espectro de RMN de 1H, estas acetofenonas apresentam dois sinais 
característicos em forma de singleto: 
(i) O sinal correspondente aos protões do grupo metilo do carbono C-2, a δ 
2,71 e 2,76 ppm; 
(ii) O sinal correspondente ao protão do grupo hidroxilo que, devido ao facto 
de formar uma ponte de hidrogénio com o oxigénio do grupo carbonilo, 
aparece muito desprotegido a δ 13,18 e 12,88 ppm. 
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O tipo de substituição presente foi comprovado pela análise da multiplicidade dos 
protões aromáticos, presentes na zona aromática (δ aproximadamente entre δ 6,5 e 7 ppm). 
Os sinais característicos e o padrão de substituição da 2’-hidroxi-5’-nitroacetofenona 2c 
(Tabela 4) podem ser observados na Figura 35. Nesta figura podemos observar o singleto 
correspondente aos três protões H-2 (δ = 2,76 ppm) e o singleto correspondente ao protão 
do grupo hidroxilo, muito desprotegido (δ = 12,88 ppm) devido à ponte de hidrogénio que 
forma com o oxigénio do grupo carbonilo; na zona aromática podemos identificar os 
dupletos correspondentes aos protões H-6’ e H-3’ (dupletos porque estes protões acoplam 
com o protão H-4’) e o duplo dupleto correspondente ao protão H-4’ (duplo dupleto porque 
este protão acopla com os protões H-3’ e H-6’ com constantes de acoplamento diferentes). 
A partir deste padrão, e da desproteção dos protões H-4’ e H-6’ em relação ao protão H-3’, 
podemos concluir que a adição do grupo nitro à 2’-hidroxiacetofenona ocorreu no carbono 
C-5’, pois um grupo nitro nesta posição irá desproteger, por ressonância (Esquema 19), os 
protões H-4’ e H-6’. Este efeito de desproteção 
também nos permite distinguir os dois dupletos, 
sendo que o dupleto H-6’ se encontra muito 
mais desprotegido que o dupleto H-3’. 
 
No espectro de RMN de 13C salientam-se 
os sinais a δ 203,5 e 204,0 ppm, correspondentes 
ao carbono C-1, e a δ 27.9 e 26.8 ppm, 
correspondentes ao carbono C-2. Os restantes 
sinais foram atribuídos inequivocamente, 
recorrendo às conectividades dos espectros de 
HSQC, para os carbonos protonados, e HMBC 
para os carbonos quaternários. Por exemplo, 
para a 2’-hidroxi-5’-nitroacetofenona 2c (Tabela 
5), é possível distinguir os carbonos C-1’, C-2’ e 
C-5’ no espetro HMBC da seguinte forma: o 
carbono C-1’ é visto por dois protões (H-2 e H-
3’); o carbono C-2’ é visto por dois protões (H-
4’ e H-6’); e o carbono C-5’ é apenas visto pelo 
protão H-3’. 
 
 
 
Figura 35 – Espectro de RMN 1H da 2’-hidroxi-5’-nitroacetofenona 2c 
 
Esquema 19 – Estruturas de ressonância da 2’-
hidroxi-5’-nitroacetofenona (2c) 
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 (E)-2’-hidroxicalconas 
 
 Ao todo foram sintetizadas seis (E)-2’-hidroxicalconas diferentes, três (E)-2’-
hidroxinitrocalconas 4a-c (Tabelas 6-11) e três (E)-2’-hidroxiaminocalconas 13a-c 
(Tabelas 12-15). 
 As principais características dos espectros de RMN 1H destes compostos são: 
(i)  O sinal correspondente ao protão do grupo hidroxilo a valores superiores 
a δ 12,5 ppm, característico da presença de uma ligação de hidrogénio 
intramolecular (Figura 34). 
(ii) Os sinais correspondentes aos protões vinílicos, H-α (δ 7.48-7.76 ppm) e 
H-β (δ 7.89-7.95 ppm), cuja constante de acoplamento J ≈ 15 Hz 
confirma a configuração E do sistema vinílico. 
No caso dos derivados com grupos amino (13a-c), salienta-se o sinal em forma de 
singleto largo a δ ≈ 4 ppm. O tipo de substituição presente foi comprovado pela análise da 
multiplicidade dos protões aromáticos, presentes na zona aromática (δ aproximadamente 
entre 6,5 e 7 ppm). Os sinais característicos e o padrão de substituição da 2’-hidroxi-5’-
nitrocalcona 4b (Tabelas 8) podem ser observados na Figura 36. Nesta figura, é possível 
verificar a presença do pico correspondente ao protão O-H, o mais desprotegido de todos, 
bem como os protões vinílicos H-α e H-β, que são os dupletos com as maiores constantes 
de acoplamento. A distinção entre os protões H- α e H-β foi feita recorrendo ao espectro de 
HMBC: o H-β é o único destes protões a ver o carbono do grupo carbonilo e os carbonos 
C-2,6 em 3J, enquanto que o H-α vê os carbonos C-1’ e C-1 em 3J. O padrão de 
substituição do anel A é semelhante ao observado na 2’-hidroxi-5’-nitroacetofenona 2c, 
com um duplo dupleto correspondente ao protão H-4’ e dois dupletos, o mais desprotegido 
correspondente ao H-6’ e o menos desprotegido correspondente ao H-3’. Os protões do 
anel B correspondem aos dois multipletos no espectro. A partir do espectro de HMBC é 
possível verificar que o multipleto correspondente aos protões H-2,6 é o único que é visto 
pelo carbono C-α em 3J. O outro multipleto, com intensidade 3, corresponde aos protões 
H-3,5 e H-4. 
 
No espectro de RMN de 13C salientam-se os sinais a δ 192,4-194,2 ppm 
correspondentes ao grupo carbonilo. Os restantes sinais foram atribuídos inequivocamente, 
recorrendo às conectividades dos espectros de HSQC (para os carbonos protonados) e 
HMBC para os carbonos por identificar. Por exemplo, para a 2’-hidroxi-5’-nitrocalcona 4b 
(Tabela 9) é possível identificar, no HMBC, o carbono C-1’ que é visto pelos protões H-3’ 
e H-α, o carbono C-2’ que é visto pelos protões H-4’ e H-6’ e o carbono C-5’ que é visto 
apenas pelo protão H-3’. 
 
Figura 36 – Espectro de RMN 1H da 2’-hidroxi-5’-nitrocalona 4b 
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2’-Hidroxidi-hidrocalconas 
 
No decorrer deste trabalho, foram sintetizadas três di-hidrocalconas (15a-c). A 3’-
amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona 15a (Tabelas 16 e 17), a 5’-amino-2’-hidroxidi-
hidrocalcona 15b (Tabelas 18 e 19) e a 4-amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona 15c (Tabelas 20 
e 21). 
No espectro de RMN de 1H, as 2’-hidroxidi-hidrocalconas apresentam um sinal 
característico: 
(i) O desaparecimento do sistema vinílico e o aparecimento dos protões H-α 
e H-β em forma de tripleto a δ ≈ 3 ppm, muito mais protegidos do que 
nas calconas (Figura 37). 
O tipo de substituição presente foi comprovado pela análise da multiplicidade dos 
protões aromáticos, presentes na zona aromática (δ aproximadamente entre 6,5 e 7 ppm), 
sendo que a atribuição dos picos foi feita de forma semelhante à caracterização das 
calconas. 
 
Figura 37 – Espectro de RMN 1H da 4-amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona 15c 
 
No espectro de RMN de 13C salientam-se os sinais a δ 204.9-206.0 ppm, 
correspondentes ao carbono dos grupos carbonilos, com valores de δ superiores aos 
respetivos carbonos nas 2’-hidroxicalconas, e os sinais correspondentes aos carbonos C-α e 
C-β, com δ ≈ 40 e 30 ppm respetivamente. Os restantes sinais foram atribuídos 
inequivocamente, recorrendo às conectividades dos espectros de HSQC e HMBC. Por 
exemplo, para a 4-amino-2’-hidroxidi-hidrocalcona 15c (Tabela 21) é possível identificar, 
através do espectro HMBC, o carbono C-1’, que é visto pelos protões H-α e H-3’; o 
carbono C-2’, que é visto pelos protões H-4’ e H-6’; e o carbono H-4 que é visto apenas 
pelos protões H-2,6. 
 
Flavonas 
 
No espectro de RMN de 1H, todas as flavonas sintetizadas apresentam um sinal 
característico: 
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(i) O sinal correspondente ao protão 
H-3, um singleto com valores de 
δ ≈ 6,9 ppm para as flavonas 5a-c 
(Tabelas 24-29), de δ ≈ 6,8 ppm 
para as flavonas 6a-c  (Tabelas 
30-35) e de δ ≈ 7,0 ppm para as 
flavonas 11a-b (Tabelas 36-41) e 
14 (Tabela 42 e 43). 
 
No caso dos derivados com grupos 
amino (6a-c), salienta-se o sinal em forma de 
singleto largo a δ ≈ 4 ppm, bem como o facto de 
a troca de um grupo nitro por um grupo amino causar uma deslocação de todos os picos 
para a direita (Figura 38). Este efeito protetor do grupo amino é mais evidente nas posições 
orto e para em relação ao grupo amino, onde ficam localizadas as cargas negativas nas 
estruturas de ressonância (Esquema 20). O tipo de substituição presente foi comprovado 
pela análise da multiplicidade dos protões aromáticos, presentes na zona aromática (δ 
aproximadamente entre 6.5 e 7 ppm). Os sinais característicos e o padrão de substituição 
da 6-nitroflavona 5b e da 6-aminoflavona 6b podem ser observados na Figura 38, bem 
como a diferença na posição dos protões equivalentes. 
 
 No espectro de RMN de 13C salientam-se os sinais a δ ≈ 107 ppm e δ ≈ 177 ppm, 
correspondentes aos carbonos C-3 e C-4 respetivamente. Os restantes sinais foram 
atribuídos inequivocamente, recorrendo às conectividades dos espectros de HSQC e 
HMBC. Por exemplo, os carbonos protonados da 6-nitroflavona 5b (Tabela 26 e 27) foram 
identificados através do espectro HSQC. Por HMBC, foi possível identificar o carbono C-
4ª (visto pelos protões H-3 e H-8); o carbono C-6 (visto apenas pelo protão H-8); o 
carbono 8a (visto apenas pelo protão H-8); o carbono C-2 (que é visto pelos protões H-
2’,6’); e o carbono C-1’ (visto pelos protões H-3’,5’ e H-3). 
 
 
 
Figura 38 – Espectro de RMN 1H da 6-nitroflavona 5b (em cima) comparado com o mesmo tipo de espectro da 6-
aminoflavona 6b (em baixo) 
 
 Os substituintes 3-bromopropanamida e acrilamida possuem também, no espectro 
de RMN de 1H, sinais característicos: 
 
Esquema 20 – Estruturas de ressonância da 6-
aminoflavona 
H-5 
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(i) No espectro de RMN de 1H das flavonas com 3-bromopropanamida 
como substituinte (11a-c), é possível encontrar não só os tripletos a δ ≈ 
3,0 e 3,7 ppm correspondentes aos protões H-2’’ e H-3’’, respetivamente, 
como também um singleto muito desprotegido a δ ≈ 10 ppm 
correspondente ao protão N-H (Figura 39); 
(ii) No espectro de RMN de 1H da flavona com acrilamida como substituinte 
(14), é possível encontrar os três duplos dupletos correspondentes aos 
protões H-2’’, H-3’’a e H-3’’b a δ 5.80-6.46 ppm (Figura 40). Estes 
duplos dupletos são o resultado da estereoquímica da molécula, pois o 
protão H-2’’ acopla de forma diferente com o protão H-3’’a (que está em 
posição trans) da forma com que acopla com o protão H-3’’b (que está 
em posição cis). Uma vez que os protões estão “fixados” pela dupla 
ligação nestas posições, os protões H-3’’a e H-3’’b deixam de ser 
equivalentes, pois estão sujeitos a um ambiente eletrónico diferente. 
Deste modo, a constante de acoplamento 3JHH varia consoante a equação 
de Karplus, de modo que atinge o seu valor máximo quando acopla com 
protões em posição trans e o seu valor mínimo quando acopla com 
protões geminais [133,134]. 
 
 
 
Figura 39 – Espectro de RMN 1H da 3-Bromo-N-[4-(4-oxo-4H-cromen-2-il)fenil]propanamida 11c 
 
 
 
Figura 40 – Espectro de RMN 1H da N-(4-Oxo-2-fenil-4H-cromen-6-il)acrilamida 14 
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 No espectro de RMN de 13C destas ultimas flavonas, destaca-se o carbonilo extra, a 
δ 160-170 ppm. 
 
 Flavanona 
 
 No espectro de RMN de 1H da flavanona é apenas de salientar o desaparecimento 
dos sinais típicos da ressonância dos protões vinílicos, e consequente aparecimento dos 
duplos dupletos correspondentes aos protões H-2, H-3a e H-3b. Estes duplos dupletos são 
o resultado da estereoquímica da molécula, pois o protão H-2 acopla de forma diferente 
com o protão H-3a (que está em posição trans) da forma com que acopla com o protão H-
3b (que está em posição cis). Uma vez que os protões estão “fixados” pelo anel C nestas 
posições, os protões H-3a e H-3b não são equivalentes, pois estão sujeitos a um ambiente 
eletrónico diferente. Deste modo, a constante de acoplamento 3JHH varia consoante a 
equação de Karplus, de modo que atinge o seu valor máximo quando acopla com protões 
geminais e o seu valor mínimo quando acopla com protões em posição trans [132,133]. 
  
  
66 
 
3. Atividade Antibacteriana 
 
 Em relação aos testes de atividade antibacteriana, observou-se que esta varia 
dependendo de vários fatores. Para contextualizar os valores obtidos, os compostos com 
valores de MICs inferiores a 100 µg/mL são considerados notáveis, enquanto compostos 
com MICs inferiores a 10 µg/mL são considerados muito interessantes [135] (Tabelas 44 e 
45). Com isto em consideração, apenas um dos compostos testados apresentou um MIC 
muito interessante, a 8-nitroflavona 5a com um MIC de 8 µg/mL para a Escherichia coli. 
Por outro lado, a (E)-2’-hidroxi-3’-nitrocalcona 4a, a (E)-4-amino-2’-hidroxicalcona 13c e 
a 8-aminoflavona 6a apresentaram atividades notáveis também na Escherichia coli. Os 
restantes compostos apresentaram todos atividades acima dos 100 µg/mL para o mesmo 
microrganismo. Contudo, apesar de os MICs serem iguais ou superiores a 128 µg/mL, este 
não é o seu valor “real”. Devido à natureza do protocolo usado, a MIC “real” encontra-se 
no intervalo entre a concentração mais baixa que demonstrou atividade e a concentração 
mais alta na qual houve crescimento bacteriano [131]. Isto significa que, num ensaio em 
que sejam testadas as concentrações 32, 64, e 128 µg/mL, um composto que apresente um 
MIC de 128 µg/mL terá a MIC “real” entre 64 e 128 µg/mL, ou seja, o valor real pode ser 
inferior ao valor medido.  
 Em relação aos testes da atividade antibacteriana na Listeria, os resultados obtidos 
não nos permitiram concluir nada acerca da interação dos diferentes compostos com esta 
estirpe. Apesar de se ter repetido várias vezes os testes, os resultados eram sempre 
semelhantes: uma mancha ténue no ponto de aplicação do inócuo. Nesta mancha não era 
possível encontrar as colónias características da Listeria, colocou-se então a hipótese de 
que os conteúdos da suspensão aplicada tinham apenas sedimentado, formando uma 
mancha ténue de bactérias mortas. No entanto, não era aceitável considerar este resultado 
como positivo para a atividade bacteriana dos compostos testados, uma vez que este 
resultado se observava também nos controlos negativos, onde era suposto verificar o 
crescimento de colónias. Estes resultados podem ser explicados por uma má qualidade da 
cultura bacteriana usada, isto é, as bactérias usadas podiam não ser viáveis nas alturas em 
que as suspensões foram feitas, 
resultando na aplicação de uma 
suspensão de bactérias mortas. Outra 
possível explicação seria que o 
solvente usado, o dimetilsulfóxido 
(DMSO), teria um efeito bactericida 
sobre a Listeria. No entanto, existem 
relatos na literatura de que uma 
concentração de 10% de DMSO não 
afetam a viabilidade de uma cultura 
de Listeria monocytogenes [136]. Por 
esta razão, apenas obtivemos 
resultados para a atividade 
antibacteriana contra a Escherichia 
coli. 
Nas (E)-2’-hidroxicalconas, 
observou-se que qualquer substituinte 
usado resulta numa diminuição da 
MIC (Figura 41), ou seja, num 
 
Figura 41 - Efeito dos grupos substituintes na MIC das calconas, 
para a Escherichia coli. 
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aumento da atividade antibacteriana em comparação com o controlo, a (E)-2’-
hidroxicalcona. Observou-se também que o composto com a MIC mais baixa é a que tem o 
grupo 4-amino (Figura 41). Por fim, verificou-se que a troca de um grupo nitro por um 
grupo amino, na posição 4 do anel B, resulta num grande aumento da atividade 
antibacteriana. Apesar de na literatura existir uma quantidade razoável de trabalhos que 
estudam o efeito dos grupos nitro e amino em 2’-hidroxicalconas [137–140], é difícil, e e, 
alguns casos impossível, comparar muitos dos resultados obtidos pelos diversos grupos de 
investigação por diversas razões: (i) variação do microrganismo testado; (ii) variação do 
protocolo usado para testar a atividade, o que resulta em valores que não se podem 
comparar diretamente (por exemplo, não é possível comparar diretamente um valor de 12 
mm do halo de inibição de um composto com um MIC de 64 µg/mL de outro); e (iii) 
variação da 2’-hidroxicalcona base, na qual é testado o efeito dos substituintes. No entanto, 
alguns dos nossos resultados são suportados por outros estudos, que sugerem que a adição 
de um grupo nitro na posição 3’ do anel A das calconas resulta num aumento da atividade 
contra a Escherichia coli [137]. 
 Nas flavonas, observou-se que a adição de um grupo substituinte tem diferentes 
efeitos consoante a posição em que o substituinte é adicionado (Gráfico 2), sendo que um 
substituinte na posição 6 (no anel A) reduz a atividade antibacteriana, enquanto na posição 
8 (no anel A) aumenta-a de forma 
notável, e na posição 4’ (no anel 
B) não a altera de forma a ser 
detetável por este método de 
avaliação. De todos os compostos 
testados, as flavonas com 
substituintes na posição 8 foram 
aquelas que resultaram numa 
maior diminuição da MIC, quer 
com substituinte nitro ou com 
substituinte amino (Figura 42). 
Excetuando na posição 8 das 
flavonas, a alteração do grupo 
substituinte não resultou numa 
alteração da sua atividade 
antibacteriana detetável por este 
método de avaliação (Figura 42). 
Verificou-se também que a troca de um grupo nitro por um grupo amino, na posição 8, 
resulta numa diminuição da atividade antibacteriana. Apesar dos nossos resultados não 
apontarem para uma alteração da MIC como consequência da adição de um grupo nitro na 
posição 4’, na literatura, é possível encontrar dados que apontam para um aumento da 
atividade como consequência da adição de um grupo nitro nessa posição, em flavonas [80]. 
O motivo pelo qual isto acontece pode estar relacionado com a diferença na sensibilidade 
do método usado neste trabalho. Como indicado anteriormente, apesar do valor obtido para 
a MIC ser 128 μg/mL, o valor “real” pode ser qualquer número entre 64 e 128 μg/mL 
[131]. 
 
 
Figura 42 - Efeito dos grupos substituintes na MIC das flavonas para 
a Escherichia coli. 
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Conclusões e trabalhos futuros 
 
Neste trabalho, verificou-se que a rota sintética idealizada para a obtenção das 
aminoflavonas 6a-c é um método viável pois estes produtos foram obtidos em bons 
rendimentos, bem como os intermediários, (E)-2’-hidroxinitrocalconas 4a-c e nitroflavonas 
5a-c. Para além disto, alcançaram-se ótimos rendimentos nas sínteses das flavonas 11a-c, o 
que nos permite obter compostos semelhantes, em composição e estrutura, aos compostos 
desejados com relativa facilidade. 
No entanto, são necessários mais estudos de forma a desenvolver um método de 
transformar as flavonas 11a-c nas flavonas 12a-c (Esquema 4). Isto porque as nossas 
tentativas de provocar estra transformação resultaram na formação da acrilamidoflavona 
14, o que aponta para uma maior acidez do protão α-carbonílico em relação ao protão do 
N-H. São necessários também mais estudos de forma a otimizar a redução do grupo nitro 
das (E)-2’-hidroxi-calconas, pois os rendimentos obtidos foram muito baixos. 
Em relação à atividade antibacteriana, conclui-se que a 8-aminoflavona 6a, a (E)-
2’-hidroxi-3’-nitrocalcona 4a e a (E)-4-amino-2’-hidroxicalcona 13c apresentam uma MIC 
notável para a Escherichia coli e que a 8-nitroflavona 5a apresenta uma MIC muito 
interessante para o mesmo organismo. Constatou-se que nas (E)-2’-hidroxicalconas, a 
adição de um substituinte (nitro ou amino) em qualquer uma das três posições testadas (3’, 
5’ e 4) resulta numa diminuição da MIC. Por outro lado, verificou-se que, nas flavonas, 
apenas os substituintes na posição 8 causam uma diminuição da MIC. No entanto, parece 
haver uma posição ideal, dentro das três testadas, para colocar o grupo substituinte: a 
posição 8 de flavonas (equivalente à posição 3’ nas calconas). 
Como trabalho futuro, para além de se desenvolver um método que possibilite a 
formação do anel β-lactâmico a partir dos compostos sintetizados e assim possibilitar a 
elaboração de um estudo de relação estrutura-atividade com este grupo funcional, será 
importante descobrir de que forma estes compostos, e os compostos sintetizados neste 
trabalho, exercem a sua atividade antibacteriana. Por exemplo, verificar se existe inibição 
da helicase de forma a aferir se os compostos inibem a síntese de ácidos nucleicos [78], ou 
averiguar se ocorre uma inibição da ATP sintase F1 como forma de provar que estes 
compostos inibem o metabolismo de energia [91], ou até testar a sua capacidade de alterar 
a permeabilidade da membrana celular [86]. Para além destes testes, um aspeto que seria 
interessante investigar seria o efeito destes compostos na libertação de fatores bacterianos. 
Isto porque, mesmo que não apresentem uma grande capacidade bactericida, a informação 
sobre a relação entre a estrutura e algumas atividades úteis, como a inibição da libertação 
de toxinas e fatores virulentos, pode ainda ser bastante útil no desenvolvimento de outros 
compostos. 
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